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第 1章 微生物を利用した石油製品の脱硫 
 
1.1. 石油製品に対する社会的な硫黄含有量の規制 
 
近年、地球環境問題への関心が高まり、環境保全あるいは環境浄化のための様々な対策が検
討されている。その中でも、資源エネルギー問題と関連するものが多く、クリーン燃料の生産
には大きな期待が寄せられている。化石燃料中に存在する硫黄化合物は、燃焼により硫黄酸化
物 (SOx)を生成し大気汚染物質や酸性雨の原因となるばかりでなく、排気ガス中の窒素酸化物 
(NOx)を除去するための触媒の機能を低下させることが知られている。このために石油中の硫
黄濃度、とくに、ディーゼル車からの排出低減のための対策として軽油中の硫黄濃度低減化が
図られており、世界各国で規制強化が進んでいる。その濃度規制の推移と今後の予定を Table 1.1
に示した。現在、日本を含めた欧米諸国の規制値は 500 ppm以下となっているが、2005年には
50 ppm以下に、その後もさらに規制強化が予定されている。とくに欧州では、2005年から「ゼ
ロ硫黄分(硫黄濃度 10 ppm以下)」燃料を導入する提案を採択している。具体的にはガソリン、
軽油ともに 2005年 1月 1日よりゼロ硫黄分燃料の導入を開始し、ガソリンについては 2011年
から完全に切り換え、軽油についての切り換え時期は不確定要素が多いとしながらも今後の調
査に基づいて決定するとしている。日本においても、この世界的な傾向を鑑みて、遠くない将
来に 10 ppm以下の規制値が採択されるものと予想される。 
 
1.2. 軽油に含まれる硫黄化合物の種類 
 
  原油はその産地によって硫黄含有量が異なるが、平均値として約 1.13 %となる(1)。同様に、
原油中に含まれる硫黄化合物の割合も産地によって異なる。原油中に含まれる代表的な硫黄 
 
Table 1.1  Transition of sulfur regulation in light gas oil. 
          
Year   Sulfur level  (ppm)   
  Japan EU USA   
1993 - 3,000  500  
1996 2,000  500 -  
1997  500 - -  
2000 -  350 -  
2005   50  50 -  
2006 - -   15   
     
 2 
 
化合物は、mercaptan類、sulfide 類、thiophene 類などである。原油を蒸留分別した各留分にお
ける硫黄成分の割合を Fig. 1.1に示す。高沸点留分ほど benzothiophene (BT)や dibenzothiophene 
(DBT)などの thiophene 類の比率が高くなる。これらの留分はその後の水素化脱硫により除去さ
れる。Fig. 1.2に現行規制値である 500 ppm以下に深度脱硫した軽油における硫黄化合物の割合
について示す。500 ppm以下の深度脱硫軽油に含まれる硫黄分の 90 %以上がアルキル化 DBT
類である。現在、工業的に主として利用されている水素化脱硫 (HDS)では、mercaptan類や sulfide
類、2環の thiophene 類など低分子硫黄化合物は容易に除去されるが、硫黄原子と触媒の接触を
妨げるアルキル基が付加された 3環以上の複素環硫黄化合物、とくにアルキル化 DBT類が脱硫
されにくいことが知られている。Fig. 1.3に HDS処理後のガスクロマトグラム－原子発光分析
(GC-AED)の測定結果を示す。HDS後の軽油には種々のアルキル化 DBTが検出されているが、
硫黄原子に近接した4、6位の位置にアルキル基が付加されたDBT類が明瞭に検出されている。 
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Fig. 1.1  Distribution of sulfur compounds in various fraction of oil products. 
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Fig. 1.2  Organic sulfur compounds in LGO samples. 
 
Fig. 1.3  GC-AED chromatograms of organic sulfur compounds in HDS-LGO. 
  HDS-LGO means LGO after hydrodesulfurization-treatement by metal catalysts. 
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1.3. 微生物脱硫の意義 
 
 現在、日本国内の製油所において年間原油処理量の 19 %に相当する約 4800万 klの軽油が生
産されているが、その量は 2005年には 5300万 klに達すると予測されている。現行の主流であ
る水素化脱硫法はモリブデンやニッケル等による無機触媒と 340℃以上、水素分圧 40気圧以上
の高温高圧の条件下で反応させて、硫黄分を硫化水素として除去する方法である。このプロセ
スは世界的にも広く利用されており、完成度の高い技術であることは疑いがない。しかしなが
ら、高温高圧条件下での反応であり、現行よりも脱硫率を上げるにはさらに反応条件が過酷と
なることは明白である。これは現状よりもエネルギー消費量、ひいては二酸化炭素排出量の増
大を意味しており、環境に対する負荷を押し上げる結果をもたらし、近年の地球環境に対する
問題意識の高まりに相反することを意味している。したがって、今後の硫黄規制強化に対応す
るには、水素化脱硫法のみではいずれ限界に達することは明らかで、これを補完する技術の開
発が必要とされる。 
 一方、生物体内中の触媒すなわち酵素は、生体内での多種多様な反応に適切に対応するため
に極めて高い選択性を示すことが知られている。しかも自然界には極めて多くの微生物が存在
し、その多様性に応じて実に多種多様な酵素が存在している。また、生物体内で反応が進行す
るために、酵素反応は比較的穏和な条件、常温常圧下で反応が進行する。このことから、環境
負荷を低減した脱硫技術として微生物機能を利用した燃料油の脱硫技術、すなわち微生物脱硫
(Biodesulfurization; BDS)に期待が寄せられ、世界各国でさかんに研究が進められている。すな
わち、温室効果ガスとしての二酸化炭素については発生量低減のための技術開発が求められて
おり、脱硫プロセスについてもこれらについての試算が国分によりなされている (2)。Table 1.2
は軽油脱硫に関して水素化脱硫法と微生物脱硫法について比較した結果であり、硫黄分 500 
ppmから 100 ppmに 2万バーレル/日の処理を行った場合をシミュレーションしている。これに
よれば、微生物脱硫の適用によりエネルギーで 94 %、二酸化炭素発生量で 75 %を水素化脱硫
よりも低減可能であることが示された。このように微生物脱硫法は常温常圧で反応を進行させ
るため、省エネルギー性に優れた環境対応型技術と評価できる。 
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Table 1.2  Advantage of biodesulfurization from the viewpoint of life cycle assessment. 
  Amount of sul-
fur (wt. ppm) 
Process Amount of energy consump-
tion (109 kcal/y) 
Amount of CO2-exhaust 
(t/y) 
Cost 
(¥/kl) 
Current <500 HDS 261 39,020 2,273 
Future <100  HDS* 353 44,107 2,958 
    BDS 22 10,330 2,466 
HDS:  Hydrodesulfurization 
HDS*:  Hydrodesulfurization process under more severe conditions than the current conditions. 
BDS:  Biodesulfurization 
 
1.4. 微生物脱硫の歴史 
 
 微生物による脱硫については、1935年Maliyantz(3)による硫酸還元菌を使用した研究から 1950
年代の米国特許(4-7)に至る経緯が知られている。ただし、当時の脱硫の対象は原油であり、微生
物脱硫における基質特異性の検討をはじめとして具体的な検討はなされていない。 
 1970年代に入ると、Kodama(8)らにより水素化脱硫処理で残存が認められる DBTをモデル化
合物とした分解微生物の探索が行われ、DBTの炭素骨格を攻撃して硫黄含有ヘテロ環を部分酸
化することで水溶性化合物に変換し脱硫する Pseudomonas属細菌が取得された。この炭素骨格
攻撃型経路として代表的なものは、Kodama 経路と呼ばれており(Fig. 1.4)、 芳香環の水酸化
(DBT? 1,2-dihydroxy DBT) 、 環 の 開 裂 、 水 溶 性 化 合 物 へ の 酸 化 (1,2-dihydroxy 
DBT? trans-4[2-(3-hydroxy)-2-benzo[b]thienyl]-2-oxo-3-butenoic acid? 3-hydroxy-2-formyl ben-
zothiophene)となどの反応を含むものである。現在までに P. aeruginosa(9)、P. stutzeri(10)、P. 
putida(10)、P. alcaligenes(10)、Pseudomonas sp. (11,12)、Beijerinckia sp. (13)、Cunninghamella elegans(14)
等の菌で炭素骨格攻撃型の脱硫が報告されている。しかしながら、これらの生物系では酵素反
応は硫黄攻撃型ではないため、実際の適用に際して以下の３点が問題となる。①DBT炭素骨格
への攻撃は、しばしばアルキルまたはアリル置換基をもつ２位および３位の位置に行われる。
これらの位置が置換された DBTは Kodama経路による反応基質とならない。②炭素骨格の破壊
は燃料のエネルギー含有量を低下させる。③DBT の炭素骨格攻撃型反応による主要生成物は
3-hydroxy-2-formyl benzothiophene であり、ごく少量の DBTしか分解を受けないので脱硫が不十
分である(15)。 
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Fig. 1.4  Kodama pathway for microbial degradation of DBT. 
 
 一方、DBT分子中の硫黄原子を選択的に酸化する微生物が存在し、その中で最も研究が進ん
でいるのが Rhodococcus erythropolis IGTS8株である。IGTS8株は DBTを酸化分解して硫酸イオ
ンと 2-hydroxybiphenyl(以下 2-HBPと略記する)を生成する硫黄攻撃型経路を有しており、数種
類のモデル硫黄化合物について脱硫の例が報告されている(16)。IGTS8 株の硫黄攻撃型経路は
IGTS8経路または 4S経路と呼ばれ、Fig. 1.5に示されるような monooxygenaseによる酸化反応
が主体となっている。この硫黄攻撃型経路の場合、燃料のエネルギー含量を低下させることな
く、またアルキル置換基やアリル置換基の影響を受けることなく硫黄原子を特異的に除去する。
すなわち、水素化脱硫では分解しにくい 4,6-dimethyl DBT等の難脱硫性有機硫黄ヘテロ環化合
 7 
物を分解することから実際の軽油の微生物脱硫に適した反応と考えられる。 
 
1.5. 硫黄攻撃型反応に関与する酵素をコードする遺伝子 
 
 米国の２つのグループにより IGTS8株よりDBT脱硫関連酵素をコードするDNA断片が取得
され塩基配列が決定されている (17,18)。このDNA断片には 3つの読みとり枠(Open Reading Frame: 
ORF と略記 )が存在し、それぞれ DBTO2 monooxygenase (DszA)、desulfinase (DszB)、DBT 
monooxygenase (DszC)をコードする遺伝子として同定され、dezA、dszB、dszCと命名された。 
また、Kobayashi(19)らにより単離された DBT脱硫菌 Rhodococcus erythropolis KA2-5-1株より得
られた DBT脱硫酵素遺伝子は、IGTS8株の脱硫遺伝子と 99 %の相同性を示し、ほぼ同一の遺
伝子情報を保持していると考えられた。また、酸化酵素である DszC、DszAはその反応に際し
てNADHと還元型フラビンモノヌクレオチド(FMNH2)を要求する。反応により酸化された FMN
を FMNH2に変換するのには NADH-FMN酸化還元酵素が共役因子として必要である。このよ 
2-HBP
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O
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Fig. 1.5  Sulfur specific pathway for microbial desulfurization of DBT by Rhodococcus 
erythropolis IGTS8. 
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うな共役因子としての活性増強作用と FMN依存性の NADH酸化活性を指標に DszDが単離さ
れ (20)、NADH-FMN酸化還元酵素として同定された。DszDの情報を元に KA2-5-1株より DszD
をコードするDNA領域である dszDが単離され、その塩基配列も決定されている。また、Hirasawa
ら (21)が、Rhodococcus-E. coliシャトルベクターを用いて、dszABCのみを組み込んだ発現ベクタ
ー、dszABCDを組み込んだ発現ベクターを構築した。これらのベクターを KA2-5-1株に導入し
て、脱硫活性に対する dszDの共発現効果について比較している。その結果、dszABCのみの導
入でも宿主菌株の約 1.8倍の脱硫活性を示したが、dszABCD導入株ではさらに 2.2倍以上に脱
硫活性が向上し、dszDの共発現による脱硫活性の増強効果が認められた。このことから、脱硫
遺伝子組換え体の作製に使用する発現カセットの構築には dszA、dszB、dszCに加えて共役因子
である dszDを含めることでさらなる活性の増強が可能になることが明らかになった。 
  
1.6. 本博士論文研究の意義 
 
 軽油の脱硫に際しては、DszC、DszA 等の monooxygenaseは反応時にエネルギーの供給を必
要とすること、また酵素を軽油等疎水性溶媒と直接接触させるとその活性を失う場合が多く、
実際の軽油脱硫に際しては、抽出酵素ではなく全菌体により脱硫反応を行わせるのが現実的で
ある。Table 1.3に KA2-5-1株より調製した無細胞抽出液と休止菌体を用いた DBT類に対する
脱硫反応について示した。ここに示すように無細胞抽出液では 4,6-dipropyl DBTまでの脱硫が
可能であるのに対して、菌体を用いた場合では 4,6-diethyl DBTまでしか脱硫が進んでいない。
換言すれば、菌体を用いた脱硫反応では脱硫酵素の能力が十分に発揮されていないことが考え
られる。 
また、IGTS8株とKA2-5-1株はほぼ同じ脱硫酵素群によりDBTを脱硫すると考えられるが、
KA2-5-1株ではアルキル化 BT類も脱硫することから、菌体レベルでは KA2-5-1株は IGTS8株
よりも広い基質特異性を有すると考えられる。このことから保持している酵素群が同一であっ
ても、菌株ごとに油相中の有機硫黄ヘテロ環化合物に対する反応性は異なることが示された。
以上のことから、これらの現象は高度アルキル化 DBT類等の菌体細胞内への取込みが不十分で
あるために、菌体内の脱硫酵素との接触が行われなかったことに起因すると推察された。つま
り、4,6-dipropyl DBT等は酵素的な分解反応は可能であるが、菌体では取込みが行われなかった
ために菌体反応では脱硫が行われなかったと考えられた。HDS後の軽油中には主として炭素数
20までのアルキル側鎖を有する DBT類や BT類が含まれている。より硫黄濃度の低い軽油の
生産を微生物脱硫法で行うためには、これら高度アルキル化 DBT類を菌体内へ効率よく取込み、
脱硫酵素との反応が可能な菌体の開発が必要である。 
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Table 1.3  Detection of desulfurized compounds by cell free extract reaction and the resting 
cell reaction. 
        
Substrate Detection of desulfurized compounda 
  Cell free extract Resting cell   
DBT + +  
4-Methyl DBT + +  
4,6-Dimethyl DBT + +  
4-Ethyl DBT + +  
3,4,6-Tetramethyl DBT  + +  
4-Propyl DBT + +  
4,6-Diethyl DBT + +  
4,6-Dipropyl DBT + -  
2,4,6,8-Tetraethyl DBT + -  
4,6-Dibutyl DBT - -   
+, Detected; -, not detected   
aDetection of desulfurized compounds (hydroxybiphenyls) was carried out by GC.  
 
以上のことから、本論文ではより硫黄濃度の低い軽油を微生物脱硫法で生産するために、遺
伝子工学を利用して油相中の alkyl DBT類の菌体内への取込み能力を増大させ、高度アルキル
化 DBT類を脱硫可能な微生物を創製した。また、創製した組換え脱硫微生物の特性について検
討した。 
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第 2章 研究方法 
 
2.1. 使用菌株およびプラスミド 
 
2.1.1. 供試菌株 
 
 微生物脱硫の標準菌株としては、Rhodococcus erythropolis KA2-5-1株を使用した (1)。また、
遺伝子組換え宿主の大腸菌としては、 Escherichia coli JM109 (Takara Shuzou, Japan)を使用した。 
 
2.1.2. 供試脱硫遺伝子の調製 
 
 遺伝子組換えには KA2-5-1株より単離された dszABC脱硫遺伝子(２ )を使用した。また、脱硫
反応に共役する NADH:FMN 酸化還元酵素遺伝子には KA2-5-1株の dszD 遺伝子を使用した。
dszABCは DraI-NheIで切断して dsz遺伝子プロモーター部分を除去し、その下流部に dszD遺伝
子を連結した dszABCD遺伝子を構成した。 
 
2.2. 培養方法および DNA調製法 
 
2.2.1. 培養方法 
 
KA2-5-1株は A培地 (3)に硫黄源として DBT、炭素源として 0.5 % (w/v)のグルコースを添加
した培地を使用して、30℃で浸透培養を行った。A培地の組成は、5.0 g glucose, 2.0 g NH4Cl, 6.3 
g KH2PO4, 8.0 g K2HPO4, 0.2 g MgCl2･6H2O, 2.0 ml metal solutionおよび 1.0 ml vitamin mixtureを
1000 mlの滅菌水中に含んでいる。metal solutionには 2.0 g CaCl2, 1.0 g NaCl, 0.5 g FeCl2･4H2O, 
0.5 g ZnCl2, 0.5 g MnCl2･4H2O, 0.1 g Na2MoO4･2H2O, 0.05 g CuCl2 , 0.05 g Na2WO4･2H2Oおよび
10 ml 10M HClを 1000 mlの純水に溶解して調製した。また、vitamin mixtureは 400 mg calcium 
pantothenate, 200 mg inositol, 400 mg niacin, 400 mg Pyridoxine-HCl, 200 mg p-aminobenzoic acid
および 0.5 mg cianocobalamin を 1000 mlの滅菌水中に含むものである。使用した Pseudomonas
属細菌の培養については、第 3章に、またその他の Rhodococcus属細菌や Mycobacterium属細
菌等の培養については第 7章に記載した。 
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2.2.2. プラスミドの調製法 
 
 適当な選択圧を与える抗生物質等の薬剤を添加した LB培地を用いて 37℃で 18時間培養し
た大腸菌から KURABO PI50a を使用してプラスミドを調製した。調製したプラスミドは TE 
Buffer (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0)に溶解した。 
 
2.2.3. 菌体からの全 DNAの調製法 
 
 Pseudomonas属細菌、Rhodococcus属細菌および Mycobacterium属細菌は以下のように培養し
た。すなわち、LB培地を用いて 30℃で 24時間培養した前培養液 0.1 mlを新鮮な LB培地 5ml
に接種し、24時間培養して菌体を回収した。得られた菌体より全 DNAを ISOPLANT (Nippon 
Gene, Tokyo, Japan)を用いて抽出した。回収した DNAを 50 µlの TE Bufferに溶解して全 DNA
溶液を調製した。 
 
2.2.4. DNA断片の調製 
 
 各種の制限酵素で切断した DNAは、回収目的の DNAサイズに応じて濃度を 1.5 %～0.6 %に
調製したアガロースゲル電気泳動を用いて分画した。ゲル中の DNA断片は、GFX PCR DNA and 
Gel Band Purification kit (Amersham Biosciences, Tokyo, Japan)を用いて回収し、50 µlの TE Buffer
に溶解して DNA断片を含む溶液を調製した。 
 
2.2.5. ダイレクトラベルリング法による DNAプローブの作製 
 
 DNAプローブの調製にはAlkPhos Direct labelling system (Amersham Biosciences)を使用した。
DNA断片溶液 50 µlを沸騰水中で 10分間放置して熱変性し、氷上で急冷した。得られた変性
DNA溶液に、50 µlの Reaction Buffer、10 µlの Labelling reagent、50 µlの Cross-linker溶液を加
え、50℃で 30分間保温して、DNA断片をアルカリフォスファターゼで直接標識し DNA プロ
ーブとして使用した。 
 
2.2.6. 塩基配列の決定方法 
 
 Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit (Perkin-Elmer Japan, Tokyo, Japan)を用いたダイターミ
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ネーター法によるシークエンス反応を試薬のプロトコルに従い実施し、キャピラリー蛍光 DNA
シークエンサー(PRISM310, Perkin-Elmer Japan )を利用して塩基配列を決定した。 
 
2.3. 菌株およびプラスミドの保存 
 
 菌株の保存方法には、継代培養保存法、凍結乾燥保存法、凍結保存法、流動パラフィン重層
保存法、懸濁保存法等があるが、ここでは本研究に使用した保存法について述べる。 
 
2.3.1. 継代培養保存法 
 
 LB培地に寒天を 1.5 % (w/v)となるように加えたものを内径 9 cmのシャーレに流し込んで固
化させた LB寒天平板培地上で 2～3日培養後、4℃で保存した。継代培養は１ヶ月毎に実施し
た。 
 
2.3.2. 凍結保存法 
 
 所定の時間培養した菌体を 15,000 × gにて 5分間、4℃で遠心分離して回収した。この菌体を
1.5 ml容のポリプロピレン製スクリューキャップ付きマイクロチューブに移した後、80 % (v/v)
のグリセロール溶液に懸濁して、-80℃で凍結保存した。 
 
2.3.3. DNAの保存法 
 
 プラスミドは乾燥状態もしくは TE Bufferに溶解した状態で、-20℃で凍結保存した。また、
全 DNAは TE Bufferに溶解した状態で、4℃で低温保存した。 
 
2.4. 脱硫活性の測定 
 
2.4.1. 脱硫活性および分解活性 
 
 DBTを基質(硫黄源)として用いた反応における脱硫活性は、生成する 2-HBP量を基準として
算出し、DBT 分解活性は基質の減少量を基準として算出した。また、基質としてアルキル化
DBT類を用いた場合も同様にして活性を算出した。 
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2.4.2. 培養法による脱硫活性測定 
 
 脱硫遺伝子を保持する組換え体は、最終濃度が 0.1 mMとなるように DBTを DMFに溶解し
て水相に分散添加した NK 培地(DBT 分散添加培地)または最終濃度が 1.0 mM となるように
DBTを n-tetradecane (n-TD)に溶解して培地と等量添加した NK培地(油水二相培地)に植菌して
から培養した。培養後、DBT分散添加培地で培養した場合には、8M HClで pH 2.0以下の酸性
条件に調製した後、酢酸エチル抽出を行って各成分を GC 分析した。GC による定量分析は、
DBT、DBTO、DBTO2、HBPSおよび 2-HBPの標準物質による検量線を 10～250 µg/mlで作成し
て実施した。 
 
2.4.3. 休止菌体による脱硫活性測定 
 
 Pseudomonas属細菌の脱硫遺伝子組換え体による休止菌体反応については、第 3章と第 5
章(3.2.6.および 5.2.5.参照)に記載した方法、脱硫遺伝子組換え Mycobacterium属細菌等の休止
菌体反応については第 7章に記載した方法(7.2.6.参照)に準じて行った。 
 
2.5. 一般分析 
 
2.5.1. ガスクロマトグラフィー 
 
 基質および反応生成物の検出には、島津製作所製 GC-17Aガスクロマトグラフを使用した。
DB-17(30 m × 0.25 mm i.d., 0.25 µm film: J&W Scientific, CA, U.S.A.)キャピラリーカラムを使用
し、検出は FIDで行った。インジェクターおよび検出器温度は 260℃、カラム温度は 250℃の
等温測定で行った(4)。 
 
2.5.2. ガスクロマトグラフィー原子発光分析(GC-AED) 
 
 GC-AEDは、HP-1 (25 m × 0.32 mm i.d., 0.17 µm film: Hewlett-Packard, DE, U.S.A.)を使用して、
インジェクターおよび検出器温度は 250℃、カラム温度を 60℃～250℃まで 5℃/分の昇温、250℃
で５分保持のプログラムで測定した。硫黄の検出は、181 nmで原子発光検出器により行った(4)。 
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2.5.3. パイロ蛍光硫黄分析 
 
 軽油中の総硫黄量の測定には、American Society for Testing and Materials method D5453に従っ
たパイロ紫外蛍光法硫黄分析計(model 7000S, Antek Instruments, Inc., TX, U.S.A.)を使用した。カ
ラム温度 1100℃で測定を行った。 
 
参考文献 
(1) M. Kobayashi, T. Onaka, Y. Ishii, J. Konishi, M. Takaki, H. Okada, Y. Ohta, K. Koizumi, M. 
Suzuki, FEMS Microbial. Lett., 187, 123-126 (2001).   
(2) K. Hirasawa, Y. Ishii, M. Kobayashi, K. Koizumi, K. Maruhashi, Biosci. Biotechnol. Biochem., 
65, 239-246 (2001). 
(3) Y. Izumi, T. Oshiro, H. Ogino, Y. Hine, M. Shimao, App. Environ. Microbiol., 60, 223-226 
(1994). 
(4) T. Onaka, K. Okumura, M. Suzuki, J. Chromatogr. Sic., 35, 417-422 (1997).   
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第 3章 Pseudomonas属細菌における脱硫遺伝子染色体組込によ
る組換え体の創製 
 
3.1. 緒言 
 
従来から使用されているDBT脱硫菌としては、Rhodococcus erythropolis KA2-5-1株があるが、
これらの Rhodococcus属細菌においては、遺伝子組換え系および効率的な発現を実施するため
に必要なプロモーター等が未整備である。一方、芳香族化合物の分解等の疎水性化合物に対して
高い反応性を有する Pseudomonas属細菌は、種々の E. coli-Pseudomonasシャトルベクターや染色
体組込みのためのトランスポゾンベクターや相同組換えベクター等が開発され、外来遺伝子の
導入系が整備されている。このことから、Pseudomonas 属細菌を脱硫遺伝子組換えの宿主とす
ることで、油相中の DBTの細胞内取込みに関する知見を得るためのモデル脱硫菌として有用と
判断した。また、組換え体の形質が安定していることが工業的利用では極めて重要であり、組
換え体の作出には染色体への組込みを利用することが有効と考えられる。 
本章においては、Pseudomonas の染色体に脱硫遺伝子を組込み、恒常的に脱硫遺伝子を発現さ
せるためのトランスポゾンベクターを構築した。さらに、このベクターを用いた Pseudomonas属
細菌を宿主とした組換え脱硫菌を創製し、その性能について評価した。 
 
3.2. 実験方法 
 
3.2.1. 供試菌とプラスミド 
 
宿主として使用した Pseudomonas putida ATCC15070 をはじめとして、供試菌株と入手先を
Table 3.1に示す。これらの菌株はいずれも DBTを唯一の硫黄源および炭素源としては利用す
ることはできない。各 Pseudomonas宿主菌株および大腸菌の培養には LB培地を使用した。ま
た、Pseudomonas属細菌の組換え体の培養には次のNK培地を使用した。NK培地は、KH2PO4 1.41 
g、K2HPO4 6.13 g、2.0 g of NH4Cl 2.0 g、クエン酸ナトリウム 2水和物 1.0 g、MgCl2 0.1 g、FeCl2・
4H2O 8 mg、CaCl2 20 mg、グリセロール 20 gおよびグルコース 6 gを 1 lの水に溶解して作製し、
HClで pH 7.2に調整した。 硫黄源としては(NH4) 2 SO4 0.1 mMまたは DBTを使用した。DBT
は N,N’-dimethylformamide (DMF)で最終濃度が 0.1 mM になるように、または n-tetradecane 
(n-TD)に 1.0 mMになるように溶解して使用し、培養は 30℃で行った。 
Pseudomonas属細菌の染色体組込みには Phabagen Collection (Utrecht, The Netherlands)より入
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手した pBSL118(1)を改変して使用した。pBSL118は Tn5トランスポゾンを元にデザインされた
ベクターであり、pBSL118上の RK6は ?pir因子を有する特殊な大腸菌(S17-1/?pir など)でしか
複製機能を示さないので、その他の菌株中で pBSL118はプラスミドとしては存在できない。?pir
因子を有していない菌株中では、プラスミド上にコードされている transposaseにより O endと
I endに挟まれた DNA領域がトランスポゾンとして切り出され、染色体 DNA中に無作為挿入
される。また、E. coli S17-1/?pirは接合伝達因子も保持しているため、メイティングによりトラ
ンスポゾンベクターを Pseudomonas属細菌などの他の微生物への導入にも使用することが可能
である。脱硫遺伝子としては R. erythropolis KA2-5-1株より単離された dszA、dszB、dszC、およ
び dszD遺伝子(２ )を使用した。抗生物質耐性遺伝子としては、pJQ200(ATCC77482)のゲンタマイ
シン耐性遺伝子(Gmr)を使用した。Table 3.2に使用したプラスミドを示す。 
 
3.2.2. 恒常的に転写されるプロモーターのスクリーニング 
 
恒常的に転写されるプロモーターとして、安定かつ比較的高い転写活性を有する 16S rRNA
のプロモーターをPseudomonas putida ATCC25571の全DNAよりPCR法を用いて単離した。PCR
は、反応液量を 50µlとして、10 mM KCl、6 mM (NH4)2SO4、2 mM MgCl2を含む 20 mM Tris-HCl
緩衝液(pH 8.3) に 200 µM dNTPs、0.5 µM の各 PCRプライマー、0.5 µg Pseudomonas putida 
ATCC25571の全 DNA、0.5 U Pyrobest DNA polymerase(Takara Shuzo)を加えて行った。PCR用の
装置としては、PC-800(ASTEC, Fukuoka, Japan)を使用した。温度プログラムは、98℃で 1分の
予備変性処理後、98℃で 10秒、55℃で 30秒、72℃で 1分の増幅処理を 30回繰り返し、72℃で
10分の後処理を行った。得られた PCR増幅断片は T4 DNA polymerase(Takara Shuzo)で DNA末
端を平滑化した pBlueScriptII SK+(Stratagene, CA, U.S.A.)の XbaIサイトに結合した。こうして得
られたプロモーター領域を含む DNA断片について、キャピラリー蛍光 DNAシーケンサー
(2.2.6.)で塩基配列を決定した。 
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Table 3.1   Strains used in this study.
Strain Number        Source
Pseudomonas putida ATCC15070        American Type culture Collection (ATCC)
P. putida ATCC17453 ATCC
P. putida ATCC17485 ATCC
P. putida ATCC23289 ATCC
P. putida ATCC23486 ATCC
P. putida ATCC23973 ATCC
P. putida ATCC23974 ATCC
P. putida ATCC23975 ATCC
P. putida ATCC25571 ATCC
P. putida ATCC27393 ATCC
P. putida ATCC29607 ATCC
P. putida ATCC35546 ATCC
P. putida ATCC43142 ATCC
P. putida ATCC11172 ATCC
P. putida ATCC21244 ATCC
P. putida ATCC17485 ATCC
P. putida ATCC39213 ATCC
P. putida ATCC23973 ATCC
P. putida IFO12996        Insutitute for Fermentation, Osaka (IFO)
P. putida IFO13696 IFO
P. putida IFO14671 IFO
P. fluorescens ATCC17482 IFO
P. fluorescens IFO3081 IFO
P. fluorescens IFO3507 IFO
P. fluorescens IFO3903 IFO
P. fluorescens IFO3925 IFO
P. fluorescens IFO12055 IFO
P. fluorescens IFO13922 IFO
P. fluorescens IFO14160 IFO
P. fluorescens IFO14808 IFO
P. aeruginosa IFO3755 IFO
P. aeruginosa IFO3899 IFO
P. aeruginosa IFO3918 IFO
P. aeruginosa IFO3919 IFO
P. aeruginosa IFO3080 IFO
P. aeruginosa IFO3445 IFO
P. aeruginosa IFO3446 IFO
P. aeruginosa IFO3447 IFO
P. aeruginosa IFO3448 IFO
P. aeruginosa IFO3449 IFO
P. aeruginosa IFO3451 IFO
P. aeruginosa IFO3452 IFO
P. aeruginosa IFO3453 IFO
P. aeruginosa IFO3454 IFO
P. aeruginosa IFO3456 IFO
P. aeruginosa IFO13275 IFO
P. aeruginosa NCIMB9571 National Collections of Industrial, Food and Marine Bacteria
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Table 3.2  Plasmids used in this study.     
  Plasmid Description   Source or reference 
    
  pBlue ScriptII SK+ E. coli vector, Apr  Stratagene 
  pBSL118 A transposon vector for Gram-negative bacteria  contain-
ing; kanamycin resistance gene, Apr, R6K, RP4 
 Ref. (1) 
  pBSLG The kanamycin resistance gene in pBSL118 was replaced 
with the gentamycin resistance gene from pJQ200 (ATCC 
77482)  
This study 
  pSKRP pBlueScriptII SK+ with a 0.3kbp fragment of rRP inserted 
into the XbaI site (after filling in the ends with T4 poly-
merase )  
 This study 
  pRPG The NotI-ClaI fragment of pSKRP containing rRP with 
polylinker inserted into pBSLG. 
This study 
  pRPGDS pRPG carrying the dszABCD (Fig. 3.1)  This study 
        
 
3.2.3. 脱硫遺伝子発現用トランスポゾンベクターの構築 
 
Pseudomonas属細菌にはカナマイシン耐性の菌株が多い。そこで pBSL118を MluIで切断し、
アガロースゲル電気泳動により約 3.5 kbpの DNAを回収して、カナマイシン耐性遺伝子を除去
した。これを T4 DNA polymeraseで平滑化処理後、pJQ200を SmaI-HindIIIで切断して得られた
1.4 kbpのゲンタマイシン耐性遺伝子(Gmr)を同様に平滑化処理して MluIサイトに挿入した。こ
うして得られた抗生物質耐性を、置換したベクターのトランスポゾン領域に P. putida 
ATCC25571株より単離した 16S rRNAプロモーター領域を含む DNA断片、dszABCD脱硫遺伝
子を組み込んで脱硫遺伝子発現用トランスポゾンベクターを構築した。 
 
3.2.4. Pseudomonas属細菌の形質転換 
 
 各 Pseudomonas属の宿主菌株を、1 mlの LB培地で 30℃、24時間培養した。また、pRPGDS
を保持している E.coli S17-1/?pir株は 1 mlの LB-ゲンタマイシン培地で 30℃、16時間培養した。
それぞれの菌は 8000 × gで 5分間の遠心分離で集菌後、抗生物質を含まない LB培地 1 mlで 2
回洗浄した。 それぞれの菌を 1 mlの LB培地に懸濁し、1 mlの Pseudomonas属細菌懸濁液と
0.5 mlの E. coliの懸濁液を混合して遠心分離し、菌を 0.1 mlの LB培地に再懸濁した。菌の懸
濁液を LB平板培地に設置した滅菌セルロースアセテートメンブレンフィルターに乗せ、30℃
で終夜培養した。メンブレンフィルター上の菌を 0.5 mlの 10 mM 硫酸マグネシウム溶液に懸
濁し、40g ml-1のゲンタマイシンを含む Bacto Pseudomonas Isolation Agar (PIA; Difco, Maryland, 
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U.S.A.) に塗布して 30℃で 5日間培養し、目的とする組換え Pseudomonas属細菌を選抜した。 
 
3.2.5. モデル化合物を利用した組換え体のスクリーニング 
 Pseudomonas属細菌の組換え体は、5 mlの NK培地に最終濃度が 0.14 mMとなるように DMF
に溶解した DBTを培地に分散添加して、あるいは 1.4 mMの DBTを含む n-TD 5 mlを添加した
油水二相培地(2.4.2.)を使用して培養を実施した。培養は 25-mmF の試験管で 30℃、130 rpm、
48時間で行った。  
 
3.2.6. Pseudomonas属細菌組換え体の休止菌体反応による軽油の脱硫活性測定 
 
 Pseudomonas属細菌の組換え体は 100 mlの NK培地に 0.14 mM の(NH4)2SO4のみを加えた培
地(reaction system 1)、0.14 mM の (NH4)2SO4および NK 培地と等量の n-TD を添加した培地 
(reaction system 2)、最終濃度が 0.14 mMとなるように DMFに溶解した DBTを分散添加した培
地 (reaction system 3)、 1.4 mM の DBT を含む n-TD を培地と等量添加した油水二相系培地 
(reaction system 4), 最終濃度が 0.14 mMとなるように DMFに溶解した 4,6-dimethy mM DBTの
みを分散添加した培地(reaction system 5)、1.4 mMの 4,6-dimethy mM DBT を含む n-TDを NK
培地と等量添加した油水二相系培地(reaction system 6) を 500-ml容の三角フラスコで 30℃で 48
時間培養した。培養菌体は 8,000 × gで 5分間の遠心分離後、最終濃度 1 mM MgCl2と 0.6%のグ
ルコースを加えた 10 mM のリン酸カリウム緩衝液(pH7.2)に OD660 が 30 (約 13.5g dry cell l-1)と
なるように懸濁して調製した。5 mlの菌体懸濁液を 100-ml容量のバッフル付き三角フラスコに
分注し、5 mlの LGOを添加して 30℃、150 rpmの撹拌条件下で脱硫反応を行った。軽油中の総
硫黄量はパイロ蛍光硫黄分析計 (2.5.3.)により測定し、軽油に含まれる硫黄成分は
GC-AED(2.5.2.)により測定した。 
 
3.3. 実験結果 
 
3.3.1. 恒常的に転写されるプロモーターの単離 
 
16S rRNAプロモーターの単離には、Csordas-Toth(3)らの報告をもとにしてプライマーをデザ
インし(Table 3.3)、P. putida ATCC25571株の全 DNAから約 350 bpの PCR増幅産物を得た。こ
れを pBlueScriptII SK+の平滑化処理をした XbaIサイトに挿入したものを pSKRPと命名した。
得られたPCR増幅産物について塩基配列を決定し、相同性検索を実施した結果、P. putida KT2440 株の 16S 
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rRNA(Pp16SE)の上流領域と 97%の相同性を示したことから、目的とする 16S rRNAプロモータ
ーを含む DNA断片が得られたものと判断した。 
 
3.3.2. 脱硫遺伝子発現用トランスポゾンベクターの構築 
 
脱硫遺伝子発現用トランスポゾンベクターpRPGDSを Fig.3.1に示した。pBSL118のトランス
ポゾン領域内のMluIサイトに挿入されているカナマイシン耐性遺伝子を pJQ200のゲンタマイ
シン耐性遺伝子に置換してpBSLGを構築した。pSKRPをNotI-ClaIで切断して得られた約350 bp
の DNA断片を pBSLGに挿入して pRPGを構築した。さらに pRPGを SpeI-ClaIで切断し、これ
にプロモーター領域を除去したKA2-5-1株の脱硫遺伝子 dszABCDの XbaI-ClaI DNA断片を挿入
して pRPGDSを構築した。 
 
3.3.3. モデル化合物を利用した組換え体の単離 
 
 DBT を培地に分散添加して培養した場合と n-TD に溶解して油水二相で培養した場合の
Pseudomonas属細菌の組換え体の培養特性について Table 3.4に示した。Pseudomonas属細菌の
組換え体は全ての菌株で DMFにより DBTを分散添加した NK培地での増殖が認められた。し
かしながら、 DBTを n-TDに溶解して添加した油水二相系の培養条件で菌の増殖が認められた
のは、P. aeruginosa NCIMB9571株を宿主とする組換え体のみであった。DBTを含む n-TDを
NK培地と等量添加して、菌を加えない状態で 30℃で振盪した場合、NK培地側には DBTは検
出されず、全て n-TD側に留まっていた。このことから、NCIMB9571株の組換え体だけが n-TD
中の DBTを利用する能力を有すると判断した。そこで、選択培地上の P. aeruginosa NCIMB9571
の組換え体より無作為に 100個のコロニーを選び、1.4 mM の DBTを溶解した n-TDを等量加
えた NK培地に植菌して培養し、OD660が 2.0以上で最も良く増殖した菌株を選抜した。この菌
株を PAR41と命名した。PAR41株について dszABCDを DNAプローブとしたサザン分析の結
果、染色体への挿入を確認した（データ示さず）。 
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Table 3.3  Sequences of primers for 16S ribosomal RNA promoter amplification by PCR. 
Name   Sequence 
Sense primer   
rRP01  5'-TTGACGCCCTCTCGAATCCCCTTATAATGCGCCCCAC-3'  
Antisense primer  
rRP02  5'-AGAGCGTTTGGTTAAGAGCTTTTCGTCTCAACCGAG-3'  
  
 
I
O
Gmr
tnp*
pRPGDS
R6K ori
RP4 oriT
(10.8 kb)
rRP
dszD
dszABC
SpeI
ClaI
Apr
 
Fig. 3.1  Structure of plasmid pRPGDS. 
The filled boxes indicate 19 bp IS50 inner (I) and outer (O) ends.  Abbreviations:  tnp*, Tn5 transpo-
sase; RP4 oriT, mobilization function; R6K ori, replication for E. coli; rRP, 16S ribosomal RNA pro-
moter that PCR clones from Pseudomonas putida (ATCC25571). Antibiotic resistance are indicated as 
follows: Gmr, gentamycin; Apr, ampicillin.  Only the relevant restriction sites are shown. 
 
 
3.3.4. 培地中の炭素源および硫黄源の微生物脱硫に対する影響 
 
 培養時の硫黄源と炭素源の PAR41 株の軽油脱硫への影響について検討した。PAR41 株を培
養後、軽油の休止菌体反応を実施した。Table 3.5 に示すように、軽油の脱硫は 1.4 mM の
4,6-dimethyl DBTを n-TDに溶解して添加培養を行った場合(reaction system 6)に最も脱硫量が多
かった。また、培地に n-TDを添加した場合に PAR41株による脱硫量が増大することが判明し
た。 
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3.3.5. Pseudomonas属細菌の組換え体の休止菌体による軽油の脱硫活性 
 
 Figure 3.2 に PAR41 株による軽油脱硫の経時的変化を示す。休止菌体反応には 1.4mM の
4,6-dimethyl DBTを n-TDに溶解した油水二相系培養により菌体を調製した。PAR41株の脱硫は
反応開始後４時間目までにほぼ完了している。PAR41株は休止菌体を用いた 48時間の反応に
より、硫黄濃度 360 mgS l-1の軽油より 63 mgS l-1の硫黄を除去した。PAR41の休止菌体反応に
より軽油中の硫黄化合物について、反応 48時間後の軽油を GC-AEDで測定した。Fig. 3.3に示
すように、PAR41 株による脱硫反応では、軽油中の 4-methyl DBT、4,6-dimethyl DBT および
3,4,6-trimetyl DBTに相当するピークの減少が認められ、それぞれの減少率は 68.5 %、34.2 %、
12.3 %であった。このように実軽油の脱硫では分解途中で反応が停止する現象が認められ、R. 
erythropolis KA2-5-1株の場合にも同様の現象が認められた(2)。 
 
3.4. 考察 
 
 Pseudomonas 属細菌への染色体組込みによって作製した脱硫遺伝子組換え体は、DBT を
DMFに溶解して培地に分散添加した場合には、DBTを唯一の硫黄源として生育した。しかし、
油水二相系培養では唯一の組換え体、P. aeruginosa NCIMB9571由来の PAR41株のみが n-TD
中の DBTを硫黄源として利用し生育を示した。宿主菌株が利用できない DBTを DMFにより
分散添加した場合には硫黄源として生育できることから、いずれの Pseudomonas属細菌の組換
え体も脱硫遺伝子が発現したものと判断される。このことから、大半の Pseudomonas属細菌の
組換え体が n-TD中のDBTを利用する能力を欠くのは脱硫酵素の性質に起因するとは考えにく
い。よって、P. aeruginosa NCIMB9571は油相中の DBT類を菌体内に取込む能力を有するが、
他の Pseudomonas属細菌はこの能力を欠くものと推定した。Pseudomonas属細菌は rhamnolipid
のような biosurfactant を生産して疎水性物質の水相への溶解度を向上させることが知られてい
る。Koch(4)らは、P. aeruginosa PG201株において n-hexadecaneの菌体内取り込みに rhamnolipid
が必要であること、rhamnolipid生産能力を欠く変異株は n-hexadecaneの利用能力を欠いている
が、この欠損は rhamnolipid の添加により回復させることが可能なことを報告している。 一方、
Beal(5)らは rhamnolipidの生産能力を欠損したP. aeruginosa変異株が 14Cで標識したn-hexadecane
の取り込み能力を保持しており、rhamnolipid のみが n-hexadecaneの菌体内取り込み能を担って
いるわけではないことを示した。この rhamnolipid に依存しない n-hexadecane の取り込み能力
は cytochrome oxidase 阻害剤により消失することから(5)、エネルギー依存性の輸送機構と考え
られた。 
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Table 3.4  Growth characteristics of the recombinant strains of Pseudomonas. 
Strain Number  0.14 mM DBT(N,N'-DMF) 1.4 mM DBT in n -TD
Pseudomonas putida ATCC15070 + -
P. putida ATCC17453 + -
P. putida ATCC17485 + -
P. putida ATCC23289 + -
P. putida ATCC23486 + -
P. putida ATCC23973 + -
P. putida ATCC23974 + -
P. putida ATCC23975 + -
P. putida ATCC25571 + -
P. putida ATCC27393 + -
P. putida ATCC29607 + -
P. putida ATCC35546 + -
P. putida ATCC43142 + -
P. putida ATCC11172 + -
P. putida ATCC21244 + -
P. putida ATCC17485 + -
P. putida ATCC39213 + -
P. putida ATCC23973 + -
P. putida IFO12996 + -
P. putida IFO13696 + -
P. putida IFO14671 + -
P. fluorescens ATCC17482 + -
P. fluorescens IFO3081 + -
P. fluorescens IFO3507 + -
P. fluorescens IFO3903 + -
P. fluorescens IFO3925 + -
P. fluorescens IFO12055 + -
P. fluorescens IFO13922 + -
P. fluorescens IFO14160 + -
P. fluorescens IFO14808 + -
P. aeruginosa IFO3755 + -
P. aeruginosa IFO3899 + -
P. aeruginosa IFO3918 + -
P. aeruginosa IFO3919 + -
P. aeruginosa IFO3080 + -
P. aeruginosa IFO3445 + -
P. aeruginosa IFO3446 + -
P. aeruginosa IFO3447 + -
P. aeruginosa IFO3448 + -
P. aeruginosa IFO3449 + -
P. aeruginosa IFO3451 + -
P. aeruginosa IFO3452 + -
P. aeruginosa IFO3453 + -
P. aeruginosa IFO3454 + -
P. aeruginosa IFO3456 + -
P. aeruginosa IFO13275 + -
P. aeruginosa NCIMB9571 + +
Growth
 
Abbreviations:  N,N'-DMF, N,N,’-dimethylformamide; n-TD, n-tetradecane; +, abundant 
growth; -, no abundant growth.  An NK medium supplemented with 0.14 mM DBT in 
N,N’-DMF  (0.14 mM DBT (N,N’-DMF) or 1.4 mM DBT in n-tetradecane (50% of NK me-
dium) (1.4 mM DBT in n-TD) was used for bacterial growth. Cultivations were done at 30℃ in 
25-mmF test tube with agitation at 130 rpm for 48 h. 
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Table 3.5  Effects of S and C sources in culture medium on LGO desulfurization by Pseudomonas 
aeruginosa strain PAR41. 
 
 Growth condition  Desulfurization of LGO  
System  S source  C source  Decreased level 
(mgS 1-1) 
 Decreased 
rate (%) 
 
1 0.14 mM （NH4)2SO4  Glucose + Glycerol  3.6   1.0  
2 0.14 mM (NH4)2SO4  
Glucose + Glycerol + 
n-TD 
 
     34.6   9.6 
 
3 0.14 mM DBT Glucose + Glycerol         3.6   1.0  
4 1.4 mM DBT Glucose + Glycerol + n-TD 
 
     59.4  16.4 
 
5 0.14 mM 4,6-dimethyl DBT Glucose + Glycerol        3.6   1.0  
6 1.4 mM 4,6-dimethyl DBT Glucose + Glycerol + n-TD 
 
 
       
    63.0  17.5 
 
n-TD: n-Tetradecane       
In order to obtain the resting cells of P.aeruginosa strain PAR41, the strain was cultivated in an NK medium 
with 0.14 mM  （NH4）2SO4 (system 1),  with 0.1 mM （NH4）2SO4 and 50%(v/v) n-tetradecane (n-TD) 
(system 2), with 0.14 mM DBT in N, N’-DMF (system 3), with 1.4 mM DBT in n-TD (system 4), with 0.14 
mM 4,6-dimethyl DBT in DMF (system 5) and with 1.4 mM DBT in n-TD (system 6) in 500-ml flasks at 30℃, 
for 48 h. The cells were centrifuged (at 8,000 × g for 5min) and suspended in 10 mM potassium phosphate 
buffer (pH 7.2) with 1 mM MgCl2 and 6 g of glucose to OD660=30 (13.5 g dry cell l-1). Samples of 5 ml of the 
suspension were transferred to 100-ml flasks with baffles.  An equal volume of LGO was added to the flasks 
and then the contents were shaken (150 rpm) at 30℃. Samples were withdrawn at defined times and centri-
fuged at 8,000 × g for 10 min. The oil phases were analyzed with a 7000S sulfur analyzer (Antek Instru-
ments) to determine total sulfur concentration.  
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Fig. 3.2  Desulfurization of LGO by P. aeruginosa strain PAR41. 
In order to obtain the resting cells of P. aeruginosa strain PAR41, the strain was cultured in an NK me-
dium with 1.4mM DBT in n-tetradecane (50% (v/v) of NK medium (system 6 in Table 4.2). After the 
reaction of the resting cells, the sulfur concentration of oil phase of each reaction system was analyzed 
with a 7000S sulfur analyzer (Antek Instruments). 
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Fig. 3.3  Desulfurization of LGO by P. aeruginosa strain PAR41. 
In order to obtain the resting cells of P. aeruginosa strain PAR41, the strain was cultured in an NK me-
dium with 1.4 mM DBT in n-tetradecane (system 6 in table 3).  Before (A) and after the 48 h-reaction 
of the resting cells of strain PAR41 (B), the sulfur concentration of oil phase of each reaction system 
was analyzed with a 7000S sulfur analyzer (Antek Instruments). 
 
P. aeruginosa NCIMB9571は汚染ジェット燃料から単離された菌株であり、C8～C22の炭素
数の n-アルカン類を資化する能力がある(6)。この疎水性化合物の利用能力が n-TD相中の DBT
取込み能力に寄与したものと考えられた。しかしながら、R. erythropolis KA2-5-1株は 390 mgS 
l-1の硫黄濃度の軽油から 180 mgS l-1の硫黄を除去する能力があり (2)、PAR41株の軽油脱硫能力
はその 30%以下であった。これはグラム陰性菌である Pseudomonas属細菌は二重の細胞膜を
保有し、溶媒耐性が高い反面、油相中の DBT類等の取込み能力は、単層細胞膜のグラム陽性
菌に劣ることに起因すると推測された。P. aeruginosa NCIMB9571の脱硫遺伝子組換え体の油
水二相系休止菌体反応における脱硫活性は、アルカン類との接触により誘導されることから、
特定の誘導性因子が取込みに関与していることも推察された。そのため、この誘導性取込因
子を増強することで Pseudomonasにおける油水二相系脱硫反応を向上させる可能性が示唆さ
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れた。 
前述したように P. aeruginosa NCIMB9571 株は汚染ジェット燃料中より単離された菌株で
あることから、燃料の主成分であるアルカン類を炭素源として利用する能力の他に、燃料中
に含まれている硫黄などの他の成分を細胞内へ輸送する能力を具備していると推定され、こ
の能力が油相中の DBT取込みに関与し、その発現がアルカン類との接触に密接に連動してい
るために P. aeruginosa NCIMB9571 株の脱硫遺伝子組み換え体は脱硫能力のある菌体調製に
n-TDを必要とすると考えられる。 
 
3.5. 結語 
 
 PCRを用いて P. putida ATCC25571より単離した 16S rRNAプロモーター(rRP)を利用して、
脱硫遺伝子発現のためのトランスポゾンベクターpRPGDSを構築した。また、pRPGDSを利用
して Pseudomonas 属菌株の染色体に dszABCD 遺伝子を挿入して新規な脱硫菌を創製した。
Pseudomonas putida 21株、P. fluorescence 9株、P. aeruginosa 17株について染色体組込みを実施
したが、n-TD中のDBTを唯一の硫黄源として利用可能な組換え体は、P. aeruginosa NCIMB 9571
株由来の組換え体(PAR41株)のみであった。 PAR41株は 360 mgS l-1の硫黄濃度の軽油より 63 
mgS l-1の硫黄を除去する能力を示した。PAR41株の脱硫能力は n-TDにより増幅されることか
ら、誘導性の DBT類取り込み因子の存在が推察された。  
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第 4章 Pseudomonas属細菌における油相中の DBT類取込み変異
株の単離 
 
4.1. 緒言 
 
第 3章に記載したように、多くの Pseudomonas属細菌の脱硫遺伝子組換え体は、水相に分散
した DBT は利用可能であるが、油相中の DBT は利用できなかった。また、Darzins(1)らは P. 
fluorescens の脱硫遺伝子組換え体が油相中の alkyl DBT類を脱硫することはできないが、細胞
壁を破砕した場合には alkyl DBT類の脱硫可能が行われたため、脱硫酵素と DBT類の接触が細
胞壁により妨げられたことが脱硫が起こらなかった理由であることを示した。以上より脱硫遺
伝子組換え体における油相中の DBT脱硫能力の有無は、それらを油相中から菌体内に取込む能
力に依存するものと推察されることから、alkyl DBT類の菌体内取込み能力を改良することで微
生物脱硫の向上が図られるものと予想した。 
本章では、alkyl DBT類の取込み能力について検討することを目的として、脱硫遺伝子組換え
体として n-TD中のDBTを利用して生育することが可能な Pseudomonas aeruginosa NCIMB9571
株に再度 pRPGDSによる染色体組込みを実施して、n-TD中の DBT取込み能力を欠損した変異
株の取得を試みた。 
 
4.2. 実験方法 
 
4.2.1. 供試菌とプラスミド 
 
供試菌株として、は第 3章で使用した P. aeruginosa NCIMB9571株を宿主として使用し、脱
硫遺伝子染色体組込みベクターとしても pRPGDSを使用した。また、n-TD中の DBT脱硫能力
を有する PAR41 株を対照として用いた。培地および培養条件についても、3.2.1と同様の条件
で実施した。 
 
4.2.2. モデル化合物を利用した取込み変異株のスクリーニング 
 
脱硫遺伝子の染色体への組込みについては第 3章に記述した pRPGDSを使用した形質転換を
実施した。得られた組換え体は最終濃度が 0.1 mMとなるように DBTを DMFに溶解して水相
に分散添加した NK培地(DBT分散添加培地、3.2.5)と最終濃度が 1.0 mMとなるように DBTを
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n-TD に溶解して培地と等量添加した NK 培地(油水二相培地、3.2.5)の両者で同様に培養した。
油相中のDBT取込み能力欠損株はDMFで DBTを分散添加したNK培地では生育するが、DBT
を添加した n-TDを等量添加した NK培地では生育できない。これらの培養は 15-mm径の試験
管で 30℃、130 rpm 120 時間で行った。 菌体の生育は OD660の吸光度の計測により測定した。 
 
4.2.3. n-TD中の DBT利用能力欠損株の性質 
 
4.2.3.1. 界面活性物質の検出 
 
P. aeruginosaが生産する界面活性物質である rhamnolipidは、SW培地上でコロニーの周囲に
形成される暗青色の haloで検出した(2)。形成される haloの大きさは rhamnolipid の量に応じて
大きくなる(2)。また、rhamnolipid による培養液の表面張力の低下は、デジタルテンシオメータ
ーKT10ST (Krüss, Germany)を使用してマニュアルに従い測定した。 
 
4.2.3.2. n-TD中の DBT取込み変異株の生育特性  
 
取込み変異株の n-アルカン類 (C8 - C16) の利用能力は、グルコースおよびグリセロールを含
まない NK培地 5mlに対して、最終濃度 0.1 mMの (NH4)2SO4および 5 mlの n-アルカン類を加
えた培地で検討した。また、DBT および alkyl DBT 類の利用能力は DBT、4-methyl DBT、
4,6-dimethyl DBTまたは 4,6-diethyl DBTを DMF溶液として NK培地 5 mlに分散添加した DBT
分散添加培地とNK培地 5 mlに DBT類を溶解した n-TD 5 mlを添加した油水二相培地により検
討した。培養は 50 ml容の三角フラスコで 30℃、130 rpmで行い、120 時間後の OD660を測定し
て菌体の生育を比較した。 
 
4.2.3.3. 菌体脂肪酸組成分析 
 
P. aeruginosa組換え体の菌体脂肪酸はMiller(3)の方法に従って調製した。脂肪酸組成は SE-54 
column (0.2 mm i.d. × 25 m length; Hewlett-Packard, Avondale, CA, U.S.A.)を装着した GCで分析し
た。  
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4.3. 実験結果 
 
4.3.1. モデル化合物を利用した取込み変異株の単離 
 
pRPGDSを使用して、第 3章のものとは別に、新たに約 2000株の P. aeruginosa NCIMB9571
株の脱硫遺伝子組換え体を得た。このうち、500株について DBT を唯一の硫黄源とした DBT
分散添加培地および油水二相培地を使用して生育を比較した。500 株の組換え体は全て分散添
加した水相の DBTを硫黄源として生育することができた。また、499株の組換え体は DBTを
溶解した n-TD を添加した油水二相培地で生育したが、この条件で生育しない株が１株だけ得
られた。この株を PARM1と命名した。 
 
4.3.2. n-TD中の DBT取込み変異株の性質 
 
4.3.2.1. Rhamnolipid の検出 
   
Koch(4)らは n-アルカン類 の菌体内取込みに rhamnolipidが重要な役割をすることを示した。 
そこで、PARM1株の欠損が rhamnolipid の生産と関係しているかどうかを検討した。しかし、
Table 4.1に示したように P. aeruginosa NCIMB9571宿主菌株、PAR41株および PARM1株のい
ずれも SW培地上で rhamnolipid の生産を示す haloが認められ、その大きさにも差は認められ
なかった。また、表面張力の低下についてもこれらの菌株間で違いは認められず、PARM1 株
における n-TD中の DBT利用能力の欠損は rhamnolipid の生産能力とは無関係と判断した。 
 
Table 4.1  Biosurfactant production by Pseudomonas aeruginosa NCIMB9571, PAR41 and 
PARM1. 
  Straina Halo sizeb Surface tensionc     
   (mm) (mN m-1)   
  No cell - 63.6   
 NCIMB9571 (host strain) 4 33.5   
 PAR41 4 35.5   
  PARM1 4 34.0    
a Cells were cultivated for 120 h at 30℃ in NK medium containing 0.1 mM (NH4) 2 SO4. 
b Halos around the colonies on SW agar indicated the production of rhamnolipids, their sizes were rela-
tively dependent on the quantity of rhamnolipid produced.   
c Surface tension of cell-free supernatants. 
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4.3.2.2. n-TD中の DBT取込み変異株の生育への炭素源の影響 
 
Bealと Betts (5) は、P. aeruginosaで n-アルカン類がエネルギー依存的に取り込まれることを
示した。そこで、PAR41株の n-アルカン類の利用能力と n-TD中の DBT利用能力との関連性に
ついて検討した。Table 4.2に示すように PARM1株は n-octane、n-decane、n-dodecane、n-tetradecane
または n-hexadecane を唯一の炭素源とした場合でも宿主菌株と遜色のない増殖を示した。
PARM1株の n-TD中の DBTを利用して生育できないのは、n-アルカン類を利用する能力とは
無関係と判断した。 
 
4.3.2.3. n-TD中の DBT取込み変異株の生育への硫黄源の影響 
 
P. aeruginosa PARM1株を種々の alkyl DBT類を唯一の硫黄源とした DBT分散添加培地およ
び油水二相培地における生育について検討した。Table 4.3に示すように PARM1株は水相に分
散添加された DBT類を硫黄源として生育できるが、n-TD中の DBT類を硫黄源として生育する
ことができなかった。 一方、PAR41株は n-TD中の DBT、4-methyl DBTおよび 4,6-dimethyl DBT
は利用して生育できるが 4,6-diethyl DBTでは生育できないことが判明した。  
 
Table 4.2  Growth of host strain and PARM1 in various carbon sources. 
 Carbon sourcea NCIMB9571 PARM1  
    (Host strain)     
  None 0.05 0.05   
 n-Octane 3.80  3.85   
 n-Decane 2.40  2.30   
 n-Dodecane 2.05  1.96   
 n-Tetradecane 2.03  2.18   
 n-Hexadecane 2.90  3.10   
  Glucose 3.47  3.85    
 
a n-Alkanes were added at equal volumes to NK medium, which did not contain either glycerol or glu-
cose.  Growth was shown as the turbidity at 660 nm (OD660). 
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Table 4.3  Growth of recombinant strains in various sulfur compounds. 
    Growth (OD660)   
 PAR41  PARM1 
 Sulfur compounda NK-DMF NK-TD  NK-DMF NK-TD 
 None 0.05  0.07   0.05  0.05  
 DBT 3.50  3.30   3.50  0.07  
 4-Methyl DBT 3.60  4.10   3.50  0.05  
 4,6-Dimethyl DBT 3.30  3.90   3.30  0.05  
 4,6-Diethyl DBT 2.50  0.01   2.35  0.05  
 (NH4) 2 SO4 4.30  3.73   3.92  5.22  
a NK medium supplemented with 0.1 mmol l-1 DBT dispersed by DMF in water (water phase) or 1.0 
mmol l-1 DBTs in n-TD (oil phase) was used for bacterial growth.     
 
4.3.2.4. 休止菌体による DBTの脱硫反応 
 
P. aeruginosa PARM1株の n-TD中の DBT脱硫能力欠損については休止菌体反応により確認
した。Table 4.4に示したように DMFにより水相に分散添加した DBTの 24時間反応での分解
率は、PAR41で 99 %、PARM1株で 97 %とほとんど違いはないが、n-TD相中の DBTについて
PAR41 株は 95 %の分解を示したのに対して、PARM1 株は全く分解しなかった。分解された
DBTは完全に最終反応生成物である 2-hydroxylbiphenylにまで変換され中間体は認められなか
った。  
 
4.3.2.5.  P. aeruginosa PARM1株の菌体脂肪酸組成分析 
 
Table 4.5に P. aeruginosa PAR41株と PARM1株の菌体脂肪酸組成を示す。 両菌株とも n-TD
存在下で培養した場合にはC16:1が特徴的に増加している(PAR41株で 15 % から 21 %、PARM1
株で 16 % から 21 %)。しかし、PAR41株と PARM1株の間に菌体脂肪酸組成の違いは認めら
れなかった。これらの結果から、PARM1株は水相に分散添加した DBTについての脱硫能力は
保持しているが、油相中の DBTについての脱硫能力のみを欠くものと判断した。この DBT脱
硫能力の欠損は rhamnolipid 生産能力、n-アルカン類の利用能力や菌体脂肪酸組成の違いには起
因しないことが明らかになった。 
 
 
 
 33 
Table 4.4  Degradation of DBT by P. aeruginosa NCIMB9571, PAR41 and PARM1. 
 Strainb Degradation rate (%)a  
   Water phase n-TD phase   
 NCIMB9571   0 0  
 PAR41 99.0   95.0   
  PARM1 97.0  0   
aRates of degradated DBT were calculated using the GC data hased on chart area. 
bNCIMB9571 (host strain), PAR41 and PARM1 were grown in NK medium with 0.1 mmol l-1 
(NH4)2SO4.  Degradation of DBT was measured as a resting cell reaction for 24 h.   
 
4.4. 考察 
 
P. aeruginosa PARM1株は n-TD中の DBT利用能力のみを欠損した組換え体として単離され
た。第 3章に記載したように、P. aeruginosa NCIMB9571株の dsz脱硫遺伝子組換え体である 
 
Table 4.5  Fatty acids of P. aeruginosa strain PAR41 and PARM1.   
        Composition (%)     
 Fatty acida  NKb  NK+n-TDb   
    PAR41 PARM1  PAR41 PARM1   
                 
 10:0   0.2   0.1    0.2   0.1   
 10:0-3OH   2.9   2.9    2.8   3.0   
 12:0   3.8   3.3    4.6   4.4   
 12:0-2OH   5.4   5.6    6.0   5.8   
 12:0-3OH   5.3   5.1    6.2   5.8   
 14:0   0.7   0.7    1.2   1.2   
 15:0   0.1   0.1    0.1   0.2   
 16:0  25.2  26.2   22.4   23.6   
 16:1  15.0  15.6   20.9   20.8   
 17:0   2.8   2.4    0.9   0.8   
 18:0   0.6   0.5    0.5   0.5   
 18:1  34.7  35.5   34.1  33.4   
                 
a 10:0, decanoic acid; 10:0-3OH, 3-hydroxydecanoic acid; 12:0, dodecanoic acid; 12:0-2OH, 
2-hydroxydodecanoic acid; 12:0-3OH, 3-hydroxydodecanoic acid; 14:0, tetradecanoic acid; 15:0, pen-
tadecanoic acid; 16:0, hexadecanoic acid; 16:1, palmitoleic acid; 17:1, heptadecanoic acid; 18:0, octa-
decanoic acid; 18:1, oleic acid.   
b Cells were cultured for 96 h at 30℃ in NK medium containing 0.25 mM Na2SO4 or 0.25 mM Na2SO4 
and n-TD at 50 % (v/v) at 30℃ for 96 h.  NK; cells grew without n-TD, NK+n-TD; cells grew with 
n-TD.   
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PAR41株は軽油中の 4,6-dimethyl DBTを分解する能力を有する。DBTの脱硫に関する生化学的、
遺伝学的な報告は、主として R. erythropolis KA2-5-1株のような Rhodococcus属細菌でなされて
おり、微生物脱硫反応は dszABCにコードされた遺伝子産物である酵素により行われ、dszC遺
伝子の産物である DszC酵素より反応が開始される (6)。 
PAR41株と PARM1株における DszCの発現を、(NH4)2SO4を硫黄源として生育した菌体につ
いて、ウェスタンブロットにより確認した(データ示さず)。しかしながらこの場合についても、
PAR41株と PARM1株の間に DszC発現量に違いは認められなかった。PARM1株の n-TD中の
DBT利用能力欠損は脱硫酵素の発現量の違いにも起因していなかった。Setti(7)らは Pseudomonas 
sp.による DBTの分解について報告している。彼らは n-アルカン類が DBT分子の周囲に薄膜を
形成し、n-アルカン類は DBTの油相担体として機能するが、n-アルカン中の DBT濃度が低い
場合、n-アルカンは逆に DBTの分解を抑制するとしている。しかし、PAR41株は n-TD中の 1.0 
mMの DBTを 97 %以上分解し、n-TD中の DBT濃度低下による分解の抑制も認められなかっ
た。また、Kochら (4)は P. aeruginosa PG201株の rhamnolipid 生産能力を欠損した変異株が n-ア
ルカン類の利用能力を欠き、この欠損が rhamnolipid の添加により解消されることを示した。
Bealと Betts (5)は ATP生産の阻害剤である CCCP (carbonyl cyanide m-chloro phenyl hydrazone)の
添加により n-アルカン類の菌体内取込みが阻害されることから、n-アルカンの菌体内輸送には
能動的な系も存在するとした。PARM1株の変異は rhamnolipidの生産能力 (Table 4.1)、n-アル
カン類の利用能力(Table 4.2a)、菌体脂肪酸組成(Table 4.4)とは無関係であり、この変異は水相に
分散添加した DBT類の脱硫には影響せず、n-TD中の DBT類の脱硫のみに影響している(Table 
4.2b, Table 4.3)。 
以上より、P. aeruginosa NCIMB9571株は水相に分散添加した DBTを菌体内に取込むのとは
別に、油相中の DBT類を取込むための機構を有すると判断した。しかしながら、PAR41 株が
n-TD中の 4,6-dimethyl DBTは脱硫するが 4,6-diethyl DBTは脱硫できないことから、この取込み
機構が取込み可能な物質の対象範囲は限られているものと推定された。そこで、この取込み機
構については、PARM1株のトランスポゾン挿入領域の DNAを調べることで解析し、その研究
については第 5章に記述する。 
 
4.5. 結語 
 
P. aeruginosa NCIMB9571株のトランスポゾンを用いた脱硫遺伝子組換え体より、n-TD中の
DBT取込み能力を欠損した PARM1株を単離した。PARM1は n-TD中の DBTを菌体内に輸送
する機構に変異が起こった株と考えられ、この輸送機構は rhamnolipid や n-アルカン類の取込み、
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菌体脂肪酸組成とは無関係であった。このことから、P. aeruginosa NCIMB9571株は油相中に存
在する DBTのような疎水性物質を菌体内に輸送する特殊な機構を有するものと思われた。  
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第 5章 Pseudomonas属細菌における油相中の DBT類取込み関連
遺伝子の単離 
 
5.1. 緒言 
 
第 4章で記載した P. aeruginosa NCIMB9571株の脱硫遺伝子染色体組込み体 PARM1株は、
n-TD中の DBT利用能力のみを欠損している。PARM1株における変異は n-TD中の DBTを菌
体内に取込む機構に変異が起こったためと考えられたが、この取込み機構は rhamnolipid や n-
アルカン類の取込み、菌体脂肪酸組成とは無関係であった。 
本章では、この PARM1 株の変異部位 DNA 領域を特定し、これをもとに P. aeruginosa 
NCIMB9571 株より n-TD中の DBTの菌体内取込みに関与している遺伝子を取得し、その機能
について解析を行った。  
 
5.2. 実験方法 
 
5.2.1. 供試菌とプラスミド 
 
供試菌株 は第 3章に示した P. aeruginosa NCIMB9571株および第 4章に記載した n-TD中の
DBT取込み変異株、PARM1株を使用した。使用したプラスミドおよびファージについて Table 
5.1に示した。培地および培養条件についても 4.2.1と同様の条件で実施した。 
 
5.2.2. DBT類取込みに関する遺伝子のスクリーニング 
 
5.2.2.1. サザン分析 
 
PAR41株の全 DNAは ISOPLANT (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて調製した。DNAは定
法に従い制限酵素処理後 0.7 % アガロースゲル電気泳動を行い、各 DNA断片をナイロンメン
ブレンフィルターに転写した。このフィルターを AlkPhos Direct labelling system (Amersham 
Bioscience, Buckinghamshire, U.K.)により作製した alkaline phosphatase標識DNAプローブとサザ
ンハイブリダーゼーションを行い、取込み変異株の DNA におけるトランスポゾン挿入領域の
検出を行った。  
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Table 5.1  Phages and plasmids used in this study. 
Phage or plasmid  Description   Source or reference 
Phages     
 ?DASHII  E. coli cloning vector  Stratagene, CA, 
U.S.A. 
Plasmids     
 pBlueScriptII SK+  E. coli cloning vector  Stratagene 
 pBHR1  Mobilizable broad-host-range shuttle vector  MoBiTec GmbH, Göt-
tingen, Germany 
 pRK2013  Mobilizing helper plasmid  CLONTECH, CA, 
U.S.A. 
 PSKRP  pBlueScriptII SK+ 0.3 kbp fragment of 16S ribosomal RNA pro-
moter (rRP) inserted into XbaI site (after filling in the ends with 
T4 polymerase 
 Ref. (1) 
 pTPM1  4.5-kbp EcoRI fragment of strain PARM1 genomic DNA in 
pBlueScriptII SK+ 
This study 
 pHCU1  11-kbp Sau3AI fragment of strain NCIMB9571 genomic DNA in 
pBlueScriptII SK+ 
This study 
 pRH1   A kanamycin resistance gene in pBHR1 replaced with a 
hygromycin B resistance gene from pExChange module EC-Hyg 
(Stratagene) 
This study 
 PRHR  pRH1 with the BssHII (the ends filled-in with T4 polymerase) 
fragment of pSKRP containing rRP with polylinker inserted into 
the DraI site 
This study 
 pRHRH1  4.8-kbp AflII-NotI fragment in pRHR  This study 
 pRHRH2  0.6-kbp PCR product containing hcuA in pRHR  This study 
 pRHRH3  1.1-kbp PCR product containing hcuB in pRHR  This study 
 pRHRH4  1.8-kbp PCR product containing hcuC in pRHR  This study 
 pRHRH5  1.7-kbp PCR product containing hcuAB in pRHR  This study 
 pRHRH6  3.9-kbp PCR product containing hcuBC in pRHR  This study 
 pRHRH7  2.4-kbp PCR product containing hcuAC in pRHR   This study 
 
5.2.2.2. n-TD中の DBT取込み変異株からの DNA単離 
 
油相中の DBT取込み変異株の全 DNA約 10 µgを EcoRIで切断、フェノール処理した後にこ
れらの DNAを直接 pBlueScriptII SK+ プラスミド(Stratagene, CA, U.S.A.)の EcoRIにライゲーシ
ョンし、E.coli JM109 に形質転換した。pRPGDSのトランスポゾン上のゲンタマイシン抵抗性
遺伝子には EcoRIサイトは存在しないため、ゲンタマイシン 40 mg l-1を含む LB平板培地上で
はゲンタマイシン抵抗性遺伝子とトランスポゾン挿入領域の DNA を含むプラスミド組換え体
のみが生育可能である。 単離された DNAは ABI PRISM 310 DNAシーケンサー(Perkin-Elmer 
Japan)により塩基配列を決定後、Genetyx-Win ver 5.00 software (SDC Software Development, Tokyo, 
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Japan)により解析を行った。 
 
5.2.3. DBT類取込み遺伝子のクローニング 
 
 P. aeruginosa NCIMB9571宿主菌株の全DNAを Sau3AIにより部分分解し、10～25 kbpのDNA
断片を 0.7 % アガロースゲル電気泳動により分画した。分画した DNAは ?DASH IIファージベ
クター(Stratagene)の BamHI サイトにライゲーションし Gigapack III Gold packaging Extract 
(Stratagene)でパッケージング後 E.coli XL1-Blue MRA (Stratagene)に感染させてファージライブ
ラリーを構築した。プラークハイブリダイゼーションのプローブには PARM1株より単離した
トランスポゾン挿入領域の DNAを用いた。また、プローブの標識には AlkPhos Direct labeling 
systemを用い、常法に従い陽性プラークを検出した。 
 
5.2.4. DBT類取込み機能回復用ベクターの構築 
 
 pRH1 は pBHR1 (MoBiTec GmbH, Göttingen, Germany)の PstI サイトに pExChange module 
EC-Hyg (Stratagene)を BamHI-BanII切断して得られる 1.5 kbpのハイグロマイシンＢ抵抗性遺伝
子を含むDNA断片を挿入して構築した。pRHRは第 3章で取得したpSKRPの 16S ribosomal RNA 
promoterを含む 0.4 kbpの NotI-KpnI断片を pRH1の DraIサイトに挿入して構築した。油相中
のDBT取込みに関係するDNA領域を pRHRに挿入して機能回復用補填ベクターの構築を行っ
た。また、PCRによりこの DNA断片の削除 DNA断片の調製を行い、同様に pRHRに挿入し
た。これらのプラスミドを取込み変異株に導入して、n-TD中の DBT利用能力が回復するかど
うかを検討した。   
 
5.2.5. 取込み機能回復用ベクターの DBT類取込み変異株への適用 
 
取込変異株への機能回復用補填ベクターの導入は pRK2013 (mobilizing helper plasmid)を保持
する E. coliを介したトリペアレンタルメイティング法で行った。機能回復用ベクターを保持す
る取込変異株は 200 mg l-1のハイグロマイシンＢを含むBacto Pseudomonas Isolation Agarにより
選抜した。得られたプラスミド組み換え体を 1.0 mMの DBTを唯一の硫黄源とした油水二相培
地(3.2.5.)で培養し、n-TD中の 2-hydroxylbiphenyl (2-HBP)量を測定して評価した。取込み能力の
回復率は PAR41株の脱硫率を 100 %とした相対比率で算出した。 
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5.2.6. 培地中の n-TDの DBT分解への影響 
 
機能回復用補填ベクターを保持している組換え体を NK 培地 0.25 mM Na2SO4 または 0.25 
mM Na2SO4および n-TDを培地と等量加えて 30℃、96 時間培養した。培養後、8000 x g、10分
間遠心分離を行い、100 mMのリン酸カリウム緩衝液(pH7.2、0.05 mMの MgCl2、0.6 %のグル
コースを含む)に OD660が 20 (約 9.0 g dry cell l-1)となるように懸濁して休止反応用の菌体を調製
した。  菌体懸濁液 5 mlを 100 ml容三角フラスコに分注し、containing 1.0 mMの DBTを含む 
n-TD 5 mlを加えて 30℃、130 rpmで 2 - 24時間反応を行い、n-TD中の DBT減少量を測定した。  
 
5.2.7. DBT類取込み遺伝子の他菌株への適用 
 
 第 3章で単離した P. putida IFO13696の脱硫遺伝子染色体組込み体は、n-TD中の DBTを硫
黄源として利用することはできない。そこで hcuABC の機能について調べるため、この組換え
体への pRHRH1導入が n-TD中の DBT脱硫能力に与える効果について検討した。脱硫遺伝子組
換え P. putida IFO13696株への pRHRH1導入は、5.2.5.と同様に実施した。得られたプラスミド
組み換え体を 1.0 mMの DBTまたは 4-methyl DBTを唯一の硫黄源とした油水二相培地(3.2.5.)
で培養を行い、n-TD中の基質減少量を測定して評価した。 
 
5.3. 実験結果 
 
5.3.1. DBT取込み遺伝子のクローニング 
 
ゲンタマイシン耐性遺伝子をプローブとした PARM1 株の全 DNA のサザン分析結果を Fig. 
5.1a に示した。ハイブリダイゼーションの結果から EcoRIで PARM1株の全 DNAを切断する
とトランスポゾン挿入領域は約 4.5 kbp の DNA バンドとして検出された。この DNA 断片を
pBlueScriptII SK+プラスミドにクローニングし pTPM1 (Fig. 5.1b)と命名した。pTPM1の DNA塩
基配列解析の結果、約 2.1 kbpが PARM1株由来の DNA断片であることを確認した。 
このうち、約 1.5 kbpの HindIII-EcoRIの DNA断片をプローブとして、NCIM9571株の ?DASH 
IIファージ DNAライブラリーよりスクリーニングを行った。1 × 104個のプラークについてス
クリーニングした結果、８つの陽性プラークが得られた。それらの陽性プラークの１つより抽
出したファージ DNAを BamHIで切断し pBlueScriptII SK+プラスミドにサブクローニングし、 
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Fig. 5.1  DNA analysis of P. aeruginosa strain PARM1.   
 (a) Southern blot analysis of P. aeruginosa host strain and its recombinants.  Genomic DNA 
from strain NCIMB9571 (lane 1), PAR41 (lane 2) and PARM1 (lane 3) was digested with EcoRI.  A 
probe prepared from the gentamycin resistance gene.  (b) Physical map of the 4.5 kbp genomic DNA 
fragment of strain PARM1 contained in pTPM1.  Abbreviations :  E, EcoRI; H, HindIII.  Gmr, gen-
tamycin resistance gene; dszD, the flavin reductase gene; I, 19bp IS50 inner end.   
 
これを pHCU1と命名した。pHUC1には約 11 kbpの DNA断片が含まれており、これについて
DNA塩基配列の解析を行った(Fig. 5.2) (accession number AB079768)。その結果、トランスポゾ
ンは open reading frame (ORF)と思われる DNA領域に挿入されていることが判明した。このORF
を hydrophobic compounds uptake geneの略称として hcuAと命名した。さらに hcuAの下流には 
二つの ORFと思われる領域が存在し、これらについて hcuBおよび hcuCと命名した。hcuAは
621塩基で 207個のアミノ酸配列がコードされていた。また hcuBは 1146塩基、382個のアミ
ノ酸配列、hcuCは 1764塩基、588個のアミノ酸配列がコードされていた。それぞれのアミノ
酸配列について相同性検索を実施した結果、HcuAは P. aeruginosa PA01株 (2)の PA1111タンパ
ク質と 100%一致した。また、HcuBは同じく PG201株の PA1112と 98.9 %の相同性、 HcuCも
PG201株の PA1113タンパク質と 95.9 %の高い相同性を示した。 しかしながら、PA1111～ 
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Fig. 5.2  Physical map of the 11-kbp genomic fragment of Pseudomonas aeruginosa strain 
NCIMB9571 contained in pHCU1.  A, AflII; B, BamHI; E, EcoRI; H, HindIII; K, KpnI; N, NotI.  
Open triangle, transposon inserted position.   
 
PA1113タンパク質については機能未知であった。 
HcuCをコンピューター解析した結果、他の細菌の ABCトランスポーターと高い相同性を示し
た(Fig. 5.3)。ABCトランスポーターは原核生物～真核生物に至る広範囲の生物種に認められて
おり、物質の能動輸送や排出機構を担うタンパク質として知られている(3)。これらの結果から、
NCIMB9571株は n-TD中のDBT類の取込みにABCトランスポーターを利用していると推察し
た。そこで、これらの ORFを PARM1株に導入することで n-TD中の DBT取込み能力の欠損が
補填されるかどうかについて検討した。  
 
5.3.2. DBT類取込み変異株における取込み機能回復用ベクターの効果 
 
 4.8 kbpの hcuABC断片は pHCU1を AflII- NotI切断して調製した。また、hcuABCの分割 DNA
断片は PCRにより調製を行った。使用したプライマーについては Table 5.2に示した。hcuA、 
hcuB、 hcuC、 hcuAB、hcuBCの各 DNA断片はそれぞれ、A01/A02、B01/B02、C01/C02、A01/B02
および B01/C02のプライマーの組み合わせで行った PCR産物より調製した。また hcuAC断片
はhcuA断片にhcuC断片を結合して調製した。これらのDNA断片を16S ribosomal RNA promoter
により発現させる pRHRに導入して補填ベクターpRHRH1～pRHRH7を構築した。構築したこ
れらのベクターにより PARM1株の形質転換を行った。  
補填ベクターを保持する PARM1株を 1.0 mM DBTを唯一の硫黄源とした油水二相培地での
培養を 30℃で 120時間行い、n-TD中の脱硫反応最終産物である 2-HBP生成量を測定した。Fig. 
5.5に pRHRH1～pRHRH7を保持する PARM1株の生育反応による n-TD中の DBT脱硫につい
て示した。 この条件下で PAR41 株は n-TD中の DBTを完全に 2-HBP に変換した。pRHRH1
を保持する PARM1株 (PARM1/pRHRH1)は n-TD中の DBTを利用する能力を回復し良好な生
育を示し、PAR41株の脱硫活性を 100 %とした場合の 87 % に相当する活性を示した。 pRHRH2、
pRHRH5および pRHRH7を保持する PARM1株も同様に n-TD中のDBTを利用して生育を示し
た。 
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Fig. 5.3  Multiple alignments of amino acid sequence of ABC transporters from various 
bacteria.   
Numbers indicate the positions of the residues in the complete amino acid sequence of the protein.  
Comparison of HcuC with Neur1608 (accession number ZP_00003436) from Nitrosomonas europaea, 
Pflu0866 (accession number ZP_00083632) from Pseudomonas fluorescence, Psyr0706 (accession 
number ZP_00124423) from Pseudomonas syringae pv. syringae B728a and SO3665 (accession number 
NP_719206) from Shewanella oneidensis MR-1.   
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Table 5.2  Sequence of primers for deletion fragment of hcuABC. 
Name    Sequence 
      
Sense primer   
 A01  5'-CCTCTAGAAGGAGACCCTCATGCAGTCACGCC-3' 
 B01  5'-GCTCTAGAAGGAGAGAACGCATGCCGGGCCTG-3' 
 C01  5'-CGTCTAGAAGGAGCGGAACCCCAGCCGCCGAGC-3' 
   
Antisense primer   
 A02  5'-CCGGATCCCCCTCAAAGCAAGGCGACCATTTCC-3' 
 B02  5'-CCGGATCCCTAGCGCGCCAACCCCAGGCGCAGC-3' 
 C02  5'-CGGGATCCCTAGCGTCCGCCGGCAGCGAACTGC-3' 
      
 
しかし、PARM1/pRHRH2、PARM1/pRHRH5および PARM1/pRHRH7における DBT脱硫活性
はそれぞれ、6 %、12 %および 5 %と部分的な回復しか示さなかった。また、pRHRH3、pRHRH4
および pRHRH6を保持する PARM1株は油水二相培地では生育せず、これらのベクターにより
PARM1株の DBT取込み欠損を補填することはできなかった。以上の結果から、n-TD中の DBT
取込みには hcuABCの全鎖長が必要であり、ABCトランスポーターと思われる hcuC単独では
DBT取込み能力を回復させることはできなかった。一方、hcuA、hcuABまたは hcuACを導入す
ることにより、部分的にではあるが、DBT取込み能力の回復が認められた。 
 
5.3.3. 培地中の n-TDが休止菌体反応による DBT分解へおよぼす効果 
 
pRHRH1を保持する PARM1株(PARM1/pRHRH1)で調製した休止菌体による n-TD中の DBTに
対する分解反応について Fig. 5.6に示した。休止菌体の調製時に NK培地に培地と等量の n-TD
を入れた場合、入れない場合の２種類の菌体を調製して測定に使用した。DBT 分解率は n-TD
中に残存している DBT量の測定により実施した。測定の結果、DBTは完全に 2-HBPに変換さ
れ中間体の生成は認められなかった。n-TD を添加して培養し調製した PAR41 株による n-TD
中の DBT分解率は 24時間で 99 %であったが、n-TD無添加の条件で培養した菌体では 30 %し
か示さなかった。一方、PARM1/pRHRH1は n-TD添加培養で調製した場合でも無添加の場合で
も約 97 %の分解率を示し n-TDによる影響を受けなかった。 
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Fig. 5.4  Construction of plasmid pRHRH1-7. 
Plasmid pRHRH1 was constructed by inserting the 4.8-kbp AflII-NotI fragment into pRHR.  
Restriction sites removed by blunting and ligation are shown in parentheses.  Deletion frag-
ments of hcuABC were prepared from pHUC1 by PCR techniques.  The PCR products of hcuA, 
hcuB, hcuC, hcuAB and hcuBC were obtained with primer pairs A01/A02, B01/B02, C01/C02, 
A01/B02 and B01/C02, respectively.  hcuAC was obtained from ligation of hcuA fragment 
with hcuC fragment.  Plasmids pRHRH2, pRHRH3, pRHRH4, pRHRH5, pRHRH6 and 
pRHRH7 were constructed by inserting the 0.6-kbp, 1.1-kbp, 1.8-kbp, 1.7-kbp, 3.9-kbp and 
2.4-kbp of PCR products, respectively, into pRHR.  A, AflII; B, BamHI; E, EcoRI; NotI; X, 
XbaI.  Hygr, hygromycin B resistance gene.  rRP, 16S ribosomal RNA promoter; mob, mobi-
lization function; rep, replication protein gene.   
 45 
 
Fig. 5.5  Complementation test of strain PARM1 containing plasmid pRHRH1-7. 
Strain PARM1/pRHR, PARM1/pRHRH1, PARM1/pRHRH2, PARM1/pRHRH3, PARM1/pRHRH4, 
PARM1/pRHRH5, PARM1/pRHRH6, PARM1/pRHRH7 and strain PAR41 were grown in NK medium 
supplemented with 1.0 mM DBT in n-TD at 30℃ for 120 h.  DBT desulfurization activity was deter-
mined by measuring the amount of 2-hydroxybiphenyl in n-TD.  Complementation rate (%) was based 
on the desulfurization activity of strain PAR41.   
 
これは hcuABCが pRHRH1では 16S ribosomal RNA promoterにより恒常的に発現しているため
n-TDによる誘導を必要としなかったためと考えられた。 
また、DBTを DMFに溶解して分散添加した場合には、PAR41株でも n-TDの添加、無添加
培養にかかわらず 100 %分解することから脱硫酵素の生産は n-TDの影響を受けていないと判
断した。第 3章でも示したように PAR41株における n-TDの添加効果は DBTの菌体内取込み
の増強効果と考えられた。  
 
5.3.4. 他菌株における DBT類取込み遺伝子の効果 
 
油相中の DBT脱硫能力を欠損している、P. putida IFO13696の脱硫遺伝子染色体組込み菌株
(PPR761 株)に hcuABCを導入すると油相中の DBT脱硫が可能となることが判明した。これに
より HcuABCは Pseudomonas属菌株中で油相中の DBTを菌体内に取り込み因子として機能し
ていることが示された。 
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Fig. 5.6  Degradation of DBT in n-TD by strain PAR41 and strain PARM1 carrying pRHRH1 
plasmid.   
The concentration of DBT was calculated using GC area.  Symbols: open triangles, strain PAR41 grew 
without n-TD; solid triangle, strain PAR41 grew with n-TD; open circles, strain PARM1/pRHRH1 grew 
without n-TD; solid circles, strain PARM1/pRHRH1 grew with n-TD.   
 
 
Fig. 5.6  Degradation of DBT in n-TD by strain PPR761 carrying pRHRH1 plasmid.   
The concentration of DBT was calculated using GC area.  Symbols: open bars, no cells; shaded bars, 
PPR761 carrying pRHR; closed bars, PPR761 carrying pRHRH1. 
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5.4. 考察 
 
ABCトランスポーターは通常は細胞膜貫入ドメインとATP結合ドメインで構成されている。
これと基質結合タンパク質が協調して能動輸送系として機能している。グラム陰性細菌では基
質結合タンパク質はペリプラズム領域に可溶性タンパク質として存在するが、グラム陽性細菌
の場合には細胞膜に貫入した存在形態をとる。この基質結合タンパク質がトランスポーターの
基質特異性を決定する(3)。このことから、HcuA と HcuBは油相中の DBT取込みにおける基質
特異性に関与している可能性がある。しかし、HcuABCタンパク質は油相中の DBTを特異的に
菌体内へ取込むが、その取込み能力は DBTのアルキル鎖の伸長と共に低下し、4,6-diethyl DBT
以上の alkyl DBT を取込むことはできない。データを示していないが、pRHRH1 を保持する
PARM1株は n-TD中の DBT、4-methyl DBTおよび 4,6-dimethyl DBT硫黄源として利用できるが
4,6-diethyl DBT を利用することはできなかった。さらに宿主菌株である P. aeruginosa 
NCIMB9571は DBTを炭素源および硫黄源として利用できないことから hcuABC遺伝子は本来、
他の化合物の菌体内輸送に関与していると思われる。 したがって、HcuABCの本来の取込対象
化合物が DBTであるとは考えにくい。このことが第 4章の Table 4.3で示したように、PAR41
株でも 4,6-dimethyl DBTまでは取込むが、4,6-diethyl DBTは取込めないという対象範囲が狭い
原因となっている可能性がある。軽油中には 4,6-dimethyl DBTよりも高度アルキル化 DBT類が
存在することから、取込活性の向上には、取込みの基質特異性決定部位の解析によるタンパク
質の改変等が必要と考えられる。 
一方、Rhodococcus属細菌では油相中の 4,6-diethyl DBTに対する脱硫活性が認められ(4)、DBT
類の細胞内取り込みに関しては、結果的に二重の細胞膜を有するグラム陰性菌よりも優位にあ
ると思われる。以上のことから、軽油の微生物脱硫の進展には、Pseudomonas 属細菌よりもさ
らに効率的に油相中の難脱硫性有機硫黄化合物を菌体内に取込む能力を有する菌株を宿主とし
て利用することが効果的と判断した。 
 
5.5. 結語 
 
n-TD中のDBT取込み能力欠損株 PARM1株よりトランスポゾン挿入により破壊されたDNA
領域を特定し、油相中の DBT類の菌体内取込みに関与する hcuA、hcuB、hcuC遺伝子を単離し
た。トランスポゾンは hcuAに挿入されており、hcuAの翻訳産物である HcuAは、P. aeruginosa 
PG201の PA1111と 100 % の相同性を示した。また、HcuB は PA1112と 98.9 %、HcuCは PA1113
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と 95.9 %の相同性を示した。PARM1株に hcuABC全てを再導入した組換え体(PARM1/pRHRH1
の n-TD中の DBT脱硫活性は PAR41株の 87 %を示したが、hcuA,B,C を分割して再導入した場
合は 0-18%に過ぎなかった。このことから油相中の DBT類の菌体内取込みには hcuABC遺伝子
が揃っていることが必要と考えられる。 
 
参考文献 
 
(1) K. Watanabe, K. Noda, K. Maruhashi, Biotech. Lett., 24, 897-903 (2002). 
(2) C. K. Stover, X.Q.T. Pham, A. L. Erwin, S. D. Mizoguchi, P. Warrener, M. J. Hickey, F. S. L. 
Brinkman, W. O. Hufnagle, D. J. Kowalik, M. Lagrou, R.L. Garber, L. Goltry, E. Tolentino, S. 
Westbrook-Wadman, Y. Yuan, L. L. Brody, S. N. Coulter, K. R. Folger, A. Kas, K. Larbig, R. M. 
Lim, K.A. Smith, D. H. Spencer, G. K. S. Wong, Z. Wu, I. T. Paulsen, J. Reizer, M. H. Saier, R. 
E.W. Hancock, S. Lory, M. V. Olson, Nature., 406, 959-964 (2000). 
(3) C. F. Higgins, Annu. Rev. Cell Biol., 8, 67-113 (1992). 
(4) M. Kobayashi, T. Onaka, Y. Ishii, J. Konishi, M. Takaki, H. Okada, Y. Ohta, K. Koizumi, M. 
Suzuki, FEMS Microbiol. Lett., 197, 123-126 (2001).   
 49 
第 6章 Mycobacterium属細菌における脱硫遺伝子発現用プロモ
ーターの探索 
 
6.1. 緒言 
 
第 3章と第 4章の結果より、Pseudomonas属細菌を宿主とした組換え体は、宿主菌株により
油相中の DBT類取込み能力が異なり、高性能の脱硫細菌の作製には DBT取込み能力が高い宿
主を利用することの重要性が示された。また、Pseudomonas属細菌を宿主とした組換え体では、
油相中の 4,6-dimethyl DBTよりも高度なアルキル化 DBT類を菌体内に取込む能力が低く、軽油
脱硫能力はKA2-5-1株を上回ることはなかった。これに対してKA2-5-1株は油相中の 4,6-diethyl 
DBTに対する脱硫活性が認められ、DBT類の細胞内取り込みに関しては、結果的に二重の細胞
膜を有するグラム陰性菌よりも優位にあると考えられた。このことから、炭化水素等疎水性化
合物の分解能力の高いグラム陽性細菌である Mycobacteriumおよび Rhodococcus属細菌が組換
え脱硫菌の宿主として、より適切であると判断した。しかしながらこれらの微生物において外
来遺伝子導入を目的とした染色体組込み系および効率的な発現を行うためのプロモーターの取
得は未整備であった。とくに脱硫遺伝子本来のプロモーターは脱硫反応の最終生成物である硫
酸イオンによりその活性が抑制されるため、硫酸イオンによる抑制を受けないプロモーターが
微生物脱硫の進展には必要であると考えられた。 
本章においては、まず脱硫遺伝子の効率的発現のために必要なプロモーター探索用トランス
ポゾンを構築し、これを用いたプロモーターの単離と発現能力の評価を実施した。 
 
6.2. 実験方法 
 
6.2.1. 使用プラスミド 
 
本章では染色体への外来遺伝子挿入に Epicentre社(WI, U.S.A.)の transposome systemを改変し
て用いた。トランスポゾンの改変にはトランスポゾン構築ベクターpMODTM<MCS>および
transposaseを使用した。この systemは本来グラム陰性菌でのみ適用可能であった Tn5トランス
ポゾンを in vitroでトランスポゾン DNAと transposaseの複合体(transposome)を形成してから、
対象細胞内に電気穿孔法(electroporation)で導入することで、Tn5由来のトランスポゾンをグラ
ム陽性菌や酵母の染色体へ導入可能としている。また、プロモーターの検出用マーカー遺伝子
には、pQBI63(Takara Shuzo, Japan)のオワンクラゲの蛍光タンパク質遺伝子 red-shifted green 
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fluorescence protein gene (rsgfp)を使用した。抗生物質耐性遺伝子としては、pK18mob(ATCC87095)
のカナマイシン耐性遺伝子(Kmr)を使用した。Table 6.1に使用したプラスミドを示す。 
 
6.2.2. PCRによるトランスポゾンの改変 
 
pMODTM<MCS>のトランスポゾン切り出し用の PvuII制限酵素サイトを、PCRにより StuIに
改変した。PCRプライマーの合成はグライナージャパンに依頼した。PCR反応は、反応液量を
50µlとして、10 mM KCl、6 mM (NH4)2SO4、2 mM MgCl2を含む 20 mM Tris-HCl緩衝液(pH8.3) に
200 µM dNTPs、0.5 µM 各 PCRプライマー、0.5 µg pMODTM<MCS>、0.5 U Pyrobest DNA po-
lymeraseを加えて行った。PCR装置は、PC-800(ASTEC, Japan)を使用した。温度プログラムは、
98℃で 1分の予備変性処理後、98℃で 10秒、55℃で 30秒、72℃で 1分の増幅処理を 30回繰り
返し、72℃で 10分の後処理をした。得られた PCR増幅断片は SacI-KpnIで切断後、T4 DNA 
polymeraseで DNA断面を平滑化処理した BlueScriptII SK+(Stratagene, CA, U.S.A.)に結合してト
ランスポゾンの改変を行った。得られた改変トランスポゾンにカナマイシン耐性遺伝子(Kmr)
およびプロモーターの検出マーカーとして、rsgfpのプロモーター部分を除去して組み込んだ。 
 
Table 6.1  Plasmids used in this study. 
plasmid Description Source or reference
 pMOD<MCS> Transposon construction vector Epicentre Technologies
 pK18mob Multi-purpose vector, kanamycin resistance gene ATCC 87095
 pQBI63 Vectors are designed to serve primarily as a source for the
red-shifted green fluorescent protein gene (rsgfp ).
Takara Shuzou
 pTn-ST Pvu II site of pMOD<MCS> was exchanged with Stu I by
PCR.
This study
 pTnK pTn-ST carrying kanamycin resistance gene This study
 pTnKgfp Transposon vector carrying promoterless rsgfp, Kmr This study
 pBlueScriptII KS+ E. coli  cloning vector Stratagene
 pKAP1 7.2 kbp Eco RI fragment of recombinant K1 genomic DNA
in pBluscriptII KS+
This study
 pRHK1 E. coli-Rhodococcus  shuttle vector Ref. (1)
 pRKA1 2.6 kbp Pst I fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKA2 1.5 kbp Hin dIII fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKA3 1.2 kbp Not I-Hin dIII fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKA4 0.9 kbp Xba I-Hin dIII fragment of pKAP1 in pRHK1 This study
 pRKPPBB pRHK1 carrying dsz  genes containing dsz  promoter Ref. 1
 pRDS pRHK1 carrying  promoterless dsz  genes This study
 pRRDS pRHK1 carrying dsz  genes with the putative 16S ribosomal
RNA promoter
This study
 pRKAPDS pRHK1 carrying dsz  genes with the kap1 This study  
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6.2.3. 高機能プロモーターのスクリーニング 
 
トランスポゾン－transposase複合体(transposome)の形成は、Epicentre社のマニュアルに従い、
0.25 µgのトランスポゾン DNA断片と 10 Uの transposaseを 30分間室温で反応させて行った。
構築したプロモーター検索用トランスポゾンを Bio-Rad社の GenePulserIIを用いて
electroporation (25 µF, 400 O, 15Kv/cm)により R. erythropolis KA2-5-1株に導入した。カナマイシ
ンを 200 mg/lで含む LB平板培地(LB-Km)上に形成された形質転換体を 365 nmの紫外線下で
観察して、蛍光緑色を示したコロニーを選抜した。これらを 0.5 mM Na2SO4を含む A培地へ
植菌して培養し、OD660 を 0.1 (約 0.04 g dry cell l-1)に調製後. SPECTRAmaxGEMINI マイクロ
プレート蛍光検出器(Molecular Devices Corporation, CA, U.S.A.)で励起波長 473 nm、検出波長
509 nmで強い蛍光を示す組換え体を選抜した。dsz遺伝子本来のプロモーターは 0.4 mMの硫
酸イオンで抑制を受けるが、この 0.5 mM硫酸イオン存在下で蛍光を示す組換え体ではTnKgfp
は硫酸の影響を受けないプロモーターの制御下にあると判断される。選抜した組換え体より
抽出した全 DNAを EcoRIで切断後、全量を pBlueScriptII SK+の EcoRIサイトに結合して E. coli 
JM109株を形質転換し、LB-Km平板培地で選抜した。改変トランスポゾン上には EcoRIサイ
トは存在しないので、LB-Km培地で生育可能な組換え体は、KA2-5-1株のトランスポゾン挿
入領域 DNA断片を保有していると予想された。以上の方法で得られたプロモーター領域を含
む DNA断片はキャピラリー蛍光 DNAシーケンサー(PRISM310, ABI)で塩基配列を決定した。 
 
6.2.4. プロモーター評価ベクターの構築 
 
得られた DNA断片のプロモーターとしての性能評価は、Rhodococcus-E.coliシャトルベク
ターpRHK(1)に組み込んだプロモーター部分を欠く rsgfp遺伝子または dszABCD遺伝子の上流
にプロモーター領域 DNAを導入して、KA2-5-1株の形質転換を行い、これらの形質転換体を
0.5 mM Na2SO4を含む A培地で培養して組換えKA2-5-1株の蛍光強度または脱硫活性により実
施した。脱硫活性は n-TD中の 2-HBP量より算出した。   
 
6.3. 実験結果 
 
6.3.1. 改変トランスポゾンの構造 
 
プロモーター検索用トランスポゾンベクター構築の概略について Fig.6.1に示す。pTn-ST は、
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pMOD<MCS>を 5'-CCTAGGCCTGTCTCTTATACACATCTCAACCATCATCGATG-3'  (sense)  と
5'-CTTAAGGCCTGTCTCTTATACACATCTCGTTAACCCTGAAGC-3'  (antisense) をプライマー としたPCRにより、
トランスポゾンの切り出し部位の制限酵素サイトをPvuIIからStuI に変更して構築した。また、 pTnK は、
pK18mob (ATCC 87095) よりNheI-NspV切断で得られる 1.2 kbpのカナマイシン抵抗性遺伝子を
T4 DNA Polymeraseで DNA末端を平滑化後、pTn-STの HpaIサイトに挿入して構築した。
pTnKgfp は、pQBI63を XbaI-PstIで切断して 0.8 kbpのプロモーター部分を含まない rsgfpを調
製し、pTnKに挿入して構築した。TnKgfpトランスポゾンは pTnKgfpを StuI切断後アガロース
電気泳動で分離－回収し、トランスポゾン－transposase複合体(transposome)を調製した。 
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Fig. 6.1  Construction of TnKgfp transposon. 
Apr, ampicillin resistance gene; Kmr, kanamycin resistance gene; ori, E.coli origin of replication; filled 
triangle, transposon outer end.  Only relevant restriction sites are shown.       
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6.3.2. 高機能プロモーターのクローニング 
 
 KA2-5-1株を TnKgfpで形質転換した結果、16株の組換え体で rsgfp遺伝子の発現が認めら
れた。それらの組換え体の蛍光強度を Fig.6.2に示した。これらの蛍光強度はプロモーターの活
性の強さを反映していると判断される。組換え体 K1, K6, K7, K13 および K16 が 2,000 unitを
超える高い蛍光強度を示した。これらの組換え体より全 DNAを抽出し、pBlueScriptII SK+にサ
ブクローニングした。得られたプラスミドを rsgfp のリバースプライマー
5’-GCTAGCCATATGTATATCTCCTTCTTAAAG-3’を DNAシーケンシングプライマーとして
DNA配列の解析を行った。その結果、組換え体 K6, K7 および K16では TnKgfpはリボソーム
RNAのコード領域に挿入されていたことが判明し、K1と K13については相同性の高い領域を
特定することができなかった。K1は K13の２倍近い蛍光強度を有することから、プロモータ
ーの入手は K1より行うこととした。pKAP1は K1由来の TnKgfpを含む 7.5 kbpの DNA断片を
含んでおり、制限酵素地図からトランスポゾンの上流側に約 4.2 kbpのゲノム DNAを含んでい
る(Fig.6.3a)。この pKAP1上のDNA領域を制限酵素切断してpRHK1に組み込み(pRKA1, pRKA2, 
pRKA3 および pRKA4)、再度 KA2-5-1株を形質転換した(Fig. 3b)。 pRKA1, pRKA2または
pRKA3を保持する組換え KA2-5-1株では rsgfpの発現が認められるが、pRKA4組換え体は蛍光
を示さなかった。 
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Fig. 6.2  Comparison of fluorescence intensity among rsGFP-positive recombinants. 
The fluorescence of the recombinants was measured spectrofluorometerically.   
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Fig. 6.3  DNA analysis of pKAP1. 
(a) Physical map of the 7.5-kbp genomic DNA fragment of strain K1 contained in pKAP1.  E, EcoRI; 
H, HindIII; N, NotI; P, PstI; X, XbaI; rsgfp, promoterless red-shifted green fluorescence protein gene, 
Kmr, kanamycin resistance gene. 
(b) Deletion testing of pKAP1 fragments.  Plasmids pRKA1, pRKA2, pRKA3 and pRKA4 were con-
structed by inserting the 2.4-kbp PstI, 1.6-kbp HindIII-PstI, 1.1-kbp NotI-PstI and 0.9-kbp XbaI-PstI 
fragment, respectively, into pRHK1, and introduced into strain KA2-5-1.  A 0.9-kbp XbaI-PstI frag-
ment was prepared by partial digestion.  The fluorescence of rsGFP in cells was determined on medium 
A-KS.   
 
以上のことから、このプロモーター活性には 340 bpの NotI-XbaI領域が必要と判断した。こ
の硫酸イオン非抑制型のプロモーター領域を含む DNA断片を kap1 (accession number 
AB083090)と命名した。 
 
6.3.3. 脱硫活性分析によるプロモーターの評価 
  
kap1を pRDSの dszABCD遺伝子上流に挿入してpRKAPDSを構築した。対照として、16S rRNA
プロモーターを同様に組み込んだ pRPDS、dsz遺伝子本来のプロモーターを dszABCDの発現に
使用した pRKPPBB1)を用いてKA2-5-1株を形質転換した。これらの組換え体を 0.25 mMの DBT
または Na2SO4で培養して休止反応用の菌体を調製し、DBT脱硫活性を測定した。 
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Fig. 6.4  Effect of sulfur sources in culture medium on DBT desulfurization activity of strain 
KA2-5-1 and its recombinants.   
Strain KA2-5-1/pRHK1, KA2-5-1/pRKPPBB, KA2-5-1/ pRKAPDS and KA2-5-1/pRRDS were grown 
in medium A with 0.25 mM DBT or 0.25 mM Na2SO4, and DBT desulfurization activity was measured 
as described in Materials and Methods.  (□) DBT as a sulfur source, (■) Na2SO4 as a sulfur source. 
 
Fig. 6.4に示されるように DBTを硫黄源とした KA2-5-1株の pRKPPBB形質転換体 
(KA2-5-1/pRKPPBB) はベクターのみの場合(KA2-5-1/pRHK1)の約 2.5倍の脱硫活性を示した。
しかし、KA2-5-1/pRKPPBBのDBT脱硫活性は硫酸イオンにより 1/10にまで抑制された。pRRDS
組換え体(KA2-5-1/pRRDS) の DBT脱硫活性は/pRKPPBB組換え体の約 70 %であったが、硫酸
イオンを硫黄源とした場合でも活性は約 50％維持されていた。これらに対して、pRKAPDS組
換え体 (KA2-5-1/pRKAPDS)は KA2-5-1/pRKPPBBとほぼ同等の 0.14 mmol g dry cell-1 h-1活性を
示し、硫酸イオンを硫黄源とした場合でも活性の低下は認められなかった。 
 
 
6.4. 考察 
  
rsgfpをレポーター遺伝子として利用したトランスポゾンベクターpTnKgfpを構築し、
KA2-5-1株において TnKgfpがプロモーターの探索に有効であることを示した。Mycobacterium
属細菌のプロモーターに関しては、Ji (2)らが 16S rRNAプロモーターの活性は恒常的に機能する
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ことを報告し、Matsui (3)らは Rhodococcus sp. T09株における脱硫遺伝子発現への 16S rRNA プ
ロモーターの適用について報告している。本章に記載した kap1 のプロモーター活性は硫酸イ
オンによる影響を受けず、16S rRNA promoter の約２倍の活性を KA2-5-1株中で有することを
示した。また、pRKA1～pRKA3を保持する E. coli JM109株が LB培地中でも緑色蛍光を示し、
pRKA4保持菌では示さなかったことから、kap1はグラム陰性菌でも機能し、そのプロモータ
ー活性は LB培地のような栄養培地中でも機能を有すると判断された(データ示さず)。しかしな
がら、DNA相同性検索の結果からは、kap1と高い相同性を示す既知 DNA領域を特定できず、
kap1が本来制御している遺伝子群、あるいはそのプロモーター活性の制御機構についての知見
を得るまでには至らなかった。反面、TnKgfpと使用する培地等との組み合わせにより、目的の
培養条件下で高いプロモーター活性を有する DNA配列の取得できることが示された。この
TnKgfpトランスポゾンは in vitroで transposaseと複合体を形成してから electroporationにより
宿主細胞内に導入することから宿主中での transposaseの発現を必要しない。このため、TnKgfp
はグラム陰性～陽性の広範囲の細菌においても同様にプロモーター探索に適用可能と考えら
れる。 
 
 
6.5. 結語 
  
炭化水素等疎水性化合物の分解能力の高い Mycobacteriumおよび Rhodococcus属細菌を alkyl 
DBT類の脱硫遺伝子組換え体の宿主として使用する場合に必要なプロモーターを構築した
プロモーター探索用トランスポゾン TnKgfpを用いて KA2-5-1株より、プロモーター活性を
有する DNA配列 kap1を取得した。dsz遺伝子本来のプロモーターは微生物脱硫の最終生産
物である硫酸イオンにより抑制されるが、kap1のプロモーター活性はこのような抑制は受
けないため、組換え体における脱硫遺伝子発現に有効と判断された。 
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第 7 章 Mycobacterium 属細菌における脱硫遺伝子染色体への組
込みによる脱硫細菌の創製 
 
7.1. 緒言 
 
Kobayashi(1)らが指摘したように、R. erythropolis KA2-5-1株では、油相中の 4,6-dipropyl DBT
のような高度アルキル化 DBT類を脱硫することはできなかった。しかし、KA2-5-1株の無細胞
抽出液は 4,6-dipropyl DBTを脱硫することが可能であったため、菌体が高度アルキル化 DBT類
を脱硫できない理由は細胞内への取込み能力の不足によると推察された。一方、第３章におい
て Pseudomonas 属細菌を用いた組換え脱硫細菌の創製の場合には、炭化水素資化性の高い P. 
aeruginosa を宿主とすることで軽油の脱硫に成功した。このことから、アルカン等の疎水性有
機化合物の分解能力の高い細菌を宿主として利用することで、高度アルキル化 DBT類を菌体内
に取込むことが可能で軽油に対する高い脱硫活性を示す組換え脱硫細菌の創製が可能と判断し
た。 
本章においては、アルカン等の疎水性有機化合物の分解能力の高い Mycobacterium属および
Rhodococcus 属細菌を宿主とした組換え脱硫細菌を作製し、軽油に対する脱硫活性をはじめと
する諸性質について評価した。 
 
7.2. 実験方法 
 
7.2.1. 供試プラスミドおよび宿主細菌と培地 
 
 本章の実験で使用したプラスミドを Table 7.1に示す。また、宿主として使用した Rhodococcus 
erythropolis NCIMB9905, R. rhodochrous NCIMB9703, R. rhodochrous NICMB11273, Rhodococcus 
sp. NCIMB11276, R. rhodochrous NCIMB11277, R. rhodochrous NCIMB13259, R. erythropolis 
NCIMB13376, R. luteus NCIMB13379, R. maris NCIMB13380, Gordona rubropertinctus 
NCIMB13382, R. zopfii NCIMB13393, Rhodococcus sp. NCIMB13487, Mycobacterium sp. 
NCIMB10403, M. paraffinicum NCIMB10420, Mycobacterium sp. NCIMB11677, Mycobacterium sp. 
NCIMB11678, Mycobacterium sp. NCIMB11679, M. album NCIMB11805, M. album NCIMB11806, 
M. vaccae NCIMB11807, M. chlorophenolicum NCIMB12325 および M. gastri NCIMB12940 は
NCIMB Japanより入手した。これらの菌株はいずれも DBTを唯一の硫黄源および炭素源とし
て利用できない。脱硫活性の対照菌株としては、R. erythropolis KA2-5-1株を用いた。 
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Table 7.1  Plasmids used in this study. 
 
各 Rhodococcus属およびMycobacterium属細菌、大腸菌の培養には LB培地を使用した。また、
組換え体の培養には NK3培地を使用した。NK3培地は、KH2PO4 1.41 g、K2HPO4 6.13 g、2.0 g of 
NH4Cl 2.0 g、クエン酸ナトリウム 2水和物 1.0 g、MgCl2 0.1 g、FeCl2・4H2O 8 mg、CaCl2 20 mg、
MnCl2･2H2O 5 mg, ZnCl2 5 mg、グリセロール 20 gおよびグルコース 6 gを 1 lの水に溶解して
pH 7.2に調整した。 硫黄源としては Na 2 SO4または DMFに溶解した 0.5%(v/v)DBTを培地に分
散添加して使用した。 
 
7.2.2. 脱硫遺伝子発現用トランスポゾンの構築 
 
 脱硫遺伝子の染色体への組込みには、第 6章で Epicentre社の transposome systemを改変して
作製した pTn-STを使用した。この pTn-STに第 6章で記述した硫酸イオンによる抑制を受けな
いプロモーター領域を含む kap1、dszABCD 脱硫遺伝子および pJQ200(ATCC77482)のゲンタマ
イシン耐性遺伝子(Gmr)を組み込んで脱硫遺伝子発現用トランスポゾン TnGKAPDS(後述)を構
築した。 
 
7.2.3. モデル化合物を利用した脱硫遺伝子組換え体の選抜 
 
脱硫遺伝子発現用トランスポゾンと transposase 複合体の形成および Rhodococcus 属および
Mycobacterium属細菌の形質転換は 6.2.3.と同様に行った。組換え体は 5 mlの NK3培地に 1.0 
mMの 4,6-dipropyl DBTを溶解した n-TD 5 mlを添加し、100 ml容の三角フラスコに分注し、組
換え体の前培養液 100 µlを植菌し 30℃、130 rpmで 120時間の油水二相培地で培養を行った。
Plasmid  Description  Source or reference 
pMOD<MCS>  Transposon construction vector  Epicentre Technologies 
PJQ200  Gram-negative bacterial suicide vector, gentamycin resistance gene 
 ATCC 77482 
pTn-ST  The vector pMOD<MCS>with changing PvuII site for StuI site by PCR  
Ref. (2) 
pTnG  pTn-ST carrying gentamycin resistance gene  
This study 
pTnGKAPDS  Transposon vector carrying dsz genes with kap1, Gmr  
This study 
pRKAPDS  E. coli-Rhodococcus shuttle vector carrying dsz genes with kap1  
Ref. (2) 
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n-TD中の 4,6-dipropyl DBT を硫黄源として生育可能な組換え体をこの条件により選抜した。 
 
7.2.4. 脱硫遺伝子組換え体の性質 
Rhodococcus属およびMycobacterium属細菌が生産した界面活性物質による培養液の表面張力
の低下は、デジタルテンシオメーターKT10ST (Krüss, Germany)をマニュアルに従い測定した。 
 
7.2.5. 脱硫遺伝子組換え体の遺伝子解析 
 
組換え体の全 DNAは ISOPLANT (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて抽出した。DNAは定法
に従い制限酵素処理後に 0.7 % アガロースゲル電気泳動を行い、各 DNA断片をナイロンメン
ブレンフィルターに転写した。このフィルターについて AlkPhos Direct labelling system (Amer-
sham Bioscience, Buckinghamshire, U.K.)により作製した alkaline phosphatase標識 DNAプローブ
とハイブリダーゼーションを行い、トランスポゾン等を導入した遺伝子の検出を行った。  
 
7.2.6. 休止菌体反応による脱硫活性の測定 
 
得られた組換え体を NK3培地で振盪条件下、96時間培養した。NK3培地には、硫黄源とし
て 0.25 mMの Na 2 SO4またはDMF 0.5%(v/v)に溶解したDBTを最終濃度が 0.25 mMとなるよう
に添加した。8000 ×gで 10分間遠心して回収した菌体を100 mMのリン酸カリウム緩衝液(pH 7.2、
1 mMの MgCl2および 0.6 %(w/v) の glucose)で OD660が 30 (約 11.7 g dry cell l-1)となるように懸
濁した。5 mlの菌体懸濁液を 100 mlのバッフル付き三角フラスコに分注し、ここへ 5 mlの LGO
または n-TDに溶解した 1.0 mMの DBT、4,6-dimethyl DBT、4,6-diethyl DBTまたは 4,6-dipropyl 
DBTを加え、30℃、130 rpmで 24～120時間、休止菌体反応を行った。DBTおよび alkyl DBT
類、それらの脱硫反応生成物は GCにより分析した。 2.5.2と 2.5.3に準じて、LGOの硫黄濃度
はパイロ蛍光硫黄分析計、LGO中の硫黄化合物の組成分析は GC-AEDにより行った。 
 
7.3. 実験結果 
 
7.3.1. 脱硫遺伝子発現用トランスポゾンの構造 
 
dsz 脱硫遺伝子本来のプロモーターによる発現は、微生物脱硫の最終生成物である硫酸イオ
ンにより抑制される(4)。そのために第 6章において、硫酸イオンによる抑制を受けないプロモ
 60 
ーターとして kap1を R. erythropolis KA2-5-1株より単離した。kap1は KA2-5-1株中で恒常性プ
ロモーターである 16S rRNA promoterの約２倍の活性を有していた。そこで、dsz脱硫遺伝子の
発現にこの kap1 を使用したトランスポゾン TnGKAPDS を構築した。Fig7.1 に示すように、
pTnGKAPDSは、kap1を連結した dsz脱硫遺伝子、ゲンタマイシン体制遺伝子を 19 bpの Tn5
トランスポゾン"outer ends" 、つまり transposase結合領域 DNA配列で挟んだ構造をしている。   
Apr
pTn-ST
(3.0 kbp)
EcoRI
Stu I
HindIII
ori
Stu I
lacZ
HpaI
1.4 kbp SmaI-HindIII fragment + 
T4 DNA polymerase treatment
HpaI 
digestion
Gm
r
EcoRI
Stu I HindIII
Apr
pTnG
(4.4 kbp)
lacZ Stu I
ori
4.8 kbp kap1 -dszABCD
EcoRI-HindIII fragment 
Transposase 
pJQ200
(4.9 kbp)
HindIII
SmaI
Gmr
pTnGKAPDS
(9.2 kbp)
EcoRI
StuI
Stu I
HindIII
ori
Ap
r
Gm
r
TnGKAPDS transposon-
transposase complex
HindIII
kap1
dszABCD Gmr
EcoRI-HindIII digestion
Stu I digestion 
Trans-
posase
Trans -
posase
kap1dszAB
CD
EcoRI
 
Fig. 7.1  Construction of the TnGKAPDS transposon.   
pTnG was constructed by inserting the gentamycin resistance gene from pJQ200 (ATCC 77482) into 
pTn-ST.  pTnGKAPDS was constructed by inserting the 4.8-kbp EcoRI-HindIII fragment of 
pRKAPDS containing dszABCD with kap1 into pTnG.  The TnGKAPDS transposon was generated 
from pTnGKAPDS by excision with StuI.  The transposon and transposase complex was prepared ac-
cording to the manufacturer’s instructions (Epicentre Technologies, Madison).  Apr, Ampicillin resis-
tance gene; Gmr, gentamycin resistance gene; ori, E. coli origin of replication; filled triangle, transposon 
outer end.  Only relevant restriction sites are shown.   
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7.3.2. モデル化合物を利用した脱硫遺伝子組換え体の選抜 
 
Table 7.2に NK3培地と n-TDに溶解した 1.0 mMの DBT、4,6-diethyl DBTまたは 4,6-dipropyl 
DBT を用いた油水二相培地における RhodococcusおよびMycobacterium組換え体の生育特性に
ついて示す。いずれの組換え体も n-TD 中の DBT を利用して生育することができたが、
4,6-diethyl DBT を利用することができたのは、R. erythropolis NCIMB 9905、Rhodococcus sp. 
NCIMB11276、R. rhodochrous NCIMB13259、R. erythropolis NCIMB13376、R. maris NCIMB13380、
Mycobacterium sp. NCIMB10403、M. vaccae NCIMB11807および M. gastri NCIMB12940の組換え
体だけであった。さらに 4,6-dipropyl DBT を利用して生育できたのは、Mycobacterium sp. 
NCIMB10403の組換え体のみであった。すなわち、これらの 22菌株中、n-TD中の 4,6-dipropyl 
DBTを硫黄源として生育したのは NCIMB10403株の組換え体のみであった。Mycobacterium sp. 
NCIMB10403は英国南ウェールズ地方の高地原野より汚染浄化用の炭化水素分解菌として単離
された菌株である(5)。NCIMB10403株の TnGKAPDS組換え体を 40 mg l-1の LB培地(LB-Gm)に
塗抹してコロニー形成を行い、約 100個のコロニーを単離した。これらを 1.0 mM 4,6-dipropyl 
DBTを含む n-TDと NK3培地に接種して油水二相培地で培養を行い、最も生育の良好な菌株を
選抜した。この菌株をMR65と命名した。 
 
7.3.3. 界面活性物質の生産 
 
界面活性物質の生産による表面張力の低下を、NCIMB9905株、NCIMB9703株、NCIMB11277
株、NCIMB13259 株、NCIMB13382 株、NCIMB10420 株、NCIMB11677 株、NCIMB11807 株、
NCIMB12940株およびNCIMB10403株の宿主菌株とそのTnGKAPDS組換え体について調べた。
Table 7.3に示すように、NCIMB11677株の組換え体は NCIMB10403株の組換え体とほぼ同程度
に表面張力の低下が認められたが、NCIMB11677株の組換え体は n-TD中の 4,6-diethyl DBTを
硫黄源として生育できなかった。また、他の組換え体でも n-TD中の 4,6-diethyl DBTを硫黄源
として生育する能力と界面活性物質の生産量との相関関係はなく、NCIMB10403株の組換え体
の 4,6-dipropyl DBT利用能力は界面活性物質の生産と関連していないものと判断した。 
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Table 7.2  Growth characteristics of the recombinant rhodococcal and mycobacterial strains 
 by oil/water two-phase culture. 
Symbols;  +, growth; -, no growth. 
 
7.3.4. サザン分析 
 
Fig. 7.2に MR65株のサザン分析結果を示す。プローブには kap1を連結した dsz脱硫遺伝子
を使用した。サザンハイブリダイゼーションの結果、EcoRI-HindIII切断したMR65株の全 DNA
より 4.8 kbpの kap1dszABCD断片に相当する 1本のバンドとして検出された。さらにMR65株
を抗生物質が含まれていない LB培地で 30℃、24時間培養した。これは菌が約 4回の細胞分裂
をする時間に相当する。培養後、新しい LB培地に植菌して培養を繰り返し行い、５回の継代
培養を行って抗生物質のない条件下で 20回以上の細胞分裂を行わせた。その後、ゲンタマイシ
ンを含まない LB 平板培地に菌を塗布し、形成されたコロニー100 個を単離した。これら 100
個の単離株を LB-Gm培地および 1.0 mM DBTを含む n-TDと NK3培地による油水二相培地に
植菌し、全ての単離株が LB-Gm 培地および油水二相培地で生育することを確認した。ゲンタ
マイシン耐性および DBTを硫黄源として利用する能力は MR65株中で安定的に保持されるこ
とを確認した。
Strain Number DBT 4,6-Diethyl DBT 4,6-Dipropyl DBT
Rhodococcus erythropolis NCIMB 9905 ＋ ＋ －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB 9703 ＋ － －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB11273 ＋ － －
Rhodococcus sp. NCIMB11276 ＋ ＋ －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB11277 ＋ － －
Rhodococcus rhodochrous NCIMB13259 ＋ ＋ －
Rhodococcus erythropolis NCIMB13376 ＋ ＋ －
Rhodococcus luteus NCIMB13379 ＋ － －
Rhodococcus maris NCIMB13380 ＋ ＋ －
Rhodococcus zopfii NCIMB13393 ＋ － －
Rhodococcus sp. NCIMB13487 ＋ － －
Gordona rubropertinctus NCIMB13382 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB10403 ＋ ＋ ＋
Mycobacterium paraffinicum NCIMB10420 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB11677 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB11678 ＋ － －
Mycobacterium sp. NCIMB11679 ＋ － －
Mycobacterium album NCIMB11805 ＋ － －
Mycobacterium album NCIMB11806 ＋ － －
Mycobacterium vaccae NCIMB11807 ＋ ＋ －
Mycobacterium chlorophenolicum NCIMB12325 ＋ － －
Mycobacterium gastri NCIMB12940 ＋ ＋ －
Rhodococcus erythropolis  (control) KA2-5-1 ＋ ＋ －
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Table 7.3  Biosurfactant production by rhodococcal and mycobacterial strains.   
Straina Surface tension  (mN m-1)b 
 NK-Na2SO4  NK-DBT 
  Host strain Recombinant strain  Host strain Recombinant strain 
      
No cell 63.5 -c  64.0 -c 
NCIMB9905 52.3  51.6  No growth 52.0 
NCIMB9703 52.0  52.6  No growth 51.7 
NCIMB10403 28.0  27.7   No growth 30.6  
NCIMB10420 33.8  33.5  No growth 34.0 
NCIMB11277 47.6  48.9  No growth 48.3 
NCIMB11677 54.1  54.2  No growth 52.9 
NCIMB11807 51.1  50.0  No growth 51.3 
NCIMB12940 53.0  53.2  No growth 52.3 
NCIMB13259 59.0  58.4  No growth 59.3 
NCIMB13382 51.0  50.9  No growth 51.3 
KA2-5-1 63.3  -c  52.0  -c 
           
a Cells were cultured for 96 h at 30℃ in NK3 medium containing 0.25 mM DBT or Na2SO4.   
NK-DBT, DBT as a sulfur source; NK- Na2SO4, Na2SO4 as a sulfur source.   
b Surface tension of cell-free supernatants. 
c No data 
 
7.3.5. 培地中の硫黄源による微生物脱硫への影響 
 
第 6章に記述したように、TnGKAPDSで脱硫遺伝子の発現を制御している kap1は硫酸イオ
ンによる抑制を受けない。そこで、培養時の硫黄源が MR65株による DBT類の休止菌体反応
に及ぼす効果について検討した。KA2-5-1株または MR65 株を NK3培地に硫黄源として 0.25 
mMの Na2SO4または 0.25 mMのDBTを使用して菌体を調製した。菌体懸濁液を 1.0 mMの DBT
または alkyl DBT類を含む n-TDと 30℃で 96時間反応させ、n-TD中の DBT類の減少量を測定
した。Table 7.4に示したように、KA2-5-1株の場合、n-TD中の DBT、4,6-dimethyl DBT、4,6-diethyl 
DBTおよび 4,6-dipropyl DBTに対する分解率は、それぞれ 100 %、100 %、59 %、0 %であった。 
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Fig. 7.2  Southern analysis of the total DNA from each transformant.   
EcoRI/HindIII double-digested total DNA from Mycobacterium sp. NCIMB10403 (lane 1), strain MR65 
(lane 2) and Rhodococcus erythropolis KA2-5-1 (lane 3) was probed with the 4.8-kbp EcoRI-HindIII 
DNA fragment (dszABCD with kap1) from pRKAPDS (Table 1).  Lane 3 shows that the native dszABC 
gene cluster and dszD gene are located at different positions on the chromosomes of strain KA2-5-1.  
The restriction sites of native dsz genes were different from those on TnGKAPDS.  
 
DBTを硫黄源として培養したMR65株ではそれぞれ、100 %、100%、100 %、72 %の分解率
を示したが、硫酸イオンを硫黄源とした MR65 株の場合ではそれぞれの DBT類の分解率は、
100 %、68 %、32 %、8 %に低下した。なお、DBT、4,6-dimethyl DBT、4,6-diethyl DBTは完全
に最終生成物であるフェノール化合物にまで分解され中間体は検出されなかったが、
4,6-dipropyl DBTについては sulfone体とフェノール化合物が認められた。この sulfone体とフェ
ノール化合物のモル存在比率は 96時間の反応で 39:61であった。これらの結果から、培地中の
硫酸イオンはMR65株による油相中の alkyl DBT類の分解を抑制することが示された。 
第 6章で記述したように、kap1は硫酸イオンによる抑制を受けずに脱硫遺伝子を発現させる。
そこで、硫酸イオンの影響について検討するために、脱硫比活性を測定した。測定には 10 mM
の DBTを含む n-TDを各菌体懸濁液に等量添加し、30℃、130 rpmで 2時間反応させて n-TD中
の 2-HBP量を測定した。DBTを硫黄源として培養した KA2-5-1株の DBT脱硫に対する比活性
は約 60µmol g dry cell-1 h-1であった。これに対して、MR65株は DBTを硫黄源として培養した
場合には 72 µmol g dry cell-1 h-1の比活性を示し、Na2SO4を硫黄源とした場合でも 68 µmol g dry 
cell-1 h-1の比活性を示した。 このことから、DBTの脱硫比活性は硫黄源の影響を受けていない
ことから、脱硫酵素の生産量には硫酸イオンは影響しないと判断した。 
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Table 7.4  Effects of sulfur source in the culture medium on degradation of DBT and alkyl 
DBTs by strain KA2-5-1 and MR65.   
Substrate  Desulfurization ratea (%)  
 KA2-5-1   MR65 
  NK-DBT NK-Na2SO4  NK-DBT NK-Na2SO4 
      
DBTb 100   3  100 100 
4,6-Dimethyl DBTb 100   0  100 68 
4,6-Diethyl DBTb  59   0  100 32 
4,6-Dipropyl DBTc   0   0  72   8 
            
Strains KA2-5-1 and MR65 were grown in NK3 medium with 0.25 mM DBT or 0.25 mM Na2SO4.  
NK-DBT, DBT as sulfur sources; NK- Na2SO4, Na2SO4 as a sulfur source.  The resting-cell reaction 
was done for 96 h.   
aThe degradation rates of DBT and alkyl DBTs were calculated using GC area. 
bDBT, 4,6-dimethyl DBT and 4,6-diethyl DBT were completely desulfurized to the corresponding phe-
nolic compound, which was a final product of biodesulfurization for any degradation rate.   
c4,6-Dipropyl DBT sulfone and the corresponding phenolic compound were observed in the degradation 
of 4,6-dipropyl DBT.   
 
7.3.6. 休止菌体反応による高度アルキル化 DBTおよび軽油に対する脱硫活性測定 
 
Fig. 7.3aにMR65株とKA2-5-1株の休止菌体反応による n-TD中の 4,6-dipropyl DBTの経時的
変化を示した。菌体の調製には DBTを硫黄源として培養した。MR65株は 120時間の反応で、
n-TD中の 1.0 mM 4,6-dipropyl DBTを 77 %分解した。しかし、KA2-5-1株は 4,6-dipropyl DBT
を分解しなかった。また、Fig. 7.3bに示すように、１日の反応では 4,6-dipropyl DBT sulfone体
とフェノール化合物が反応生成物として認められたが、その他の中間体は検出されなかった。
１日の反応で 4,6-dipropyl DBT sulfone とフェノール化合物のモル比率は 75 : 25であり、反応時
間が長くなるにつれて、sulfone 体の比率は減少した。10日の反応で 4,6-dipropyl DBTの分解率
は 85 %に達するが、この時点では 4,6-dipropyl DBT sulfoneの全てがフェノール化合物に変換さ
れていた（データ示さず）。 
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Fig. 7.3  (a) Degradation of 4,6-dipropyl DBT in n-TD by strain KA2-5-1 and strain MR65.  
The degradation rate of 4,6-dipropyl DBT was calculated using GC area.  Symbols: diamonds, 
Rhodococcus erythropolis strain KA2-5-1; circles, Mycobacterium sp. NCIMB10403 recombinant strain 
MR65.   
(b) Desulfurization of 4,6-dipropyl DBT in n-TD by strain MR65.   
Symbols: open bars, 4,6-dipropyl DBT; shaded bars, 4,6-dipropyl DBT sulfone; closed bars, phenolic 
compound. 
 
Fig. 7.4に MR65株の休止菌体を用いた軽油の脱硫について示す。この場合も DBTを硫黄源
として培養し菌体調製を行った。MR65株は１日の反応で硫黄濃度 126 mgS l-1の LGOを 58 mgS 
l-1にまで脱硫した。同様の方法で反応試験を行った KA2-5-1株では約 80 mgS l-1であった。 
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また、MR65株は硫黄濃度 50 mgS l-1の LGOを 8 mgS l-1にまで脱硫した（データ示さず）。こ
のことから MR65株は KA2-5-1株の約 1.5倍の脱硫活性を有すると判断し、alkyl DBT類の取込
み能力向上は軽油の微生物脱硫に効果的であることが示された。MR65株による軽油脱硫は 24
時間までが脱硫量が多く、その後は微減に留まった。また、１日反応後の軽油中の硫黄化合物
組成を GC-AEDで分析した結果を Fig. 7.5に示した。軽油に含まれる硫黄化合物は retention time
が 15～35分の間に認められる(Fig. 7.5a)。KA2-5-1株の反応では軽油中のピークがまだ認めら
れるが(Fig. 7.5b)、MR65ではこれらがほとんど消失している(Fig. 7.5c)。MR65株による軽油の
休止菌体反応は n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを脱硫する場合よりも反応が早いが(Fig. 7.3a, Fig. 
7.4)、軽油中の主な難脱硫性硫黄化合物としての 4,6-dimethyl DBT or 4,6-diethyl DBTは Table 7.4
に示すように 4,6-dipropyl DBTよりも容易に脱硫可能なことが主な理由と考えられた。 
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Fig. 7.4  Desulfurization of LGO by Rhodococcus erythropolis strain KA2-5-1 and Mycobac-
terium sp. NCIMB10403 recombinant strain MR65.   
The desulfurization of LGO was measured as described in Materials and Methods.  Symbols: diamonds, 
Rhodococcus erythropolis strain KA2-5-1; circles, strain MR65.   
 68 
0
5
10
15
20
25
30
35
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retention time (min)
Re
s
p
o
n
s
e
 (
m
V)
0
5
10
15
20
25
30
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retention time (min)
Re
s
p
o
n
s
e
 (
m
V)
0
5
10
15
20
25
30
0 5 10 15 20 25 30 35 40
Retention time (min)
Re
s
p
o
n
s
e
 (
m
V)
4,6-Dipropyl DBT
4,6-Dimethyl DBT
4,6-Diethyl DBT
4,6-Dipropyl DBT
4,6-Diethyl DBT
4,6-Dipropyl DBT
(c)
(a)
(b)
Re
s
p
o
n
s
e
 (
m
V)
Re
s
p
o
n
s
e
 (
m
V)
Re
s
p
o
n
s
e
 (
m
V)
 
Fig. 7.5  GC-AED sulfur detection chromatograms of LGO before (a), and after the 24-h rest-
ing cell reaction by strain KA2-5-1 (b) and strain MR65 (c). 
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7.4. 考察 
 
Okadaら (6)はMycobacterium sp. G3が n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを脱硫し、G3株は 4,6-dipropyl 
DBTの分解については、約 0.34 µmol g dry cell-1 h-1であることを報告している。これに対して
MR65株は 0.64 µmol g dry cell-1 h-1の比活性を示した。これらのことから、Mycobacterium属細
菌は高度アルキル化 DBT類の脱硫に適しているものと推測された。油相中の DBTに対する脱
硫比活性は、KA2-5-1株が約 60 µmol g dry cell-1 h-1、MR65株では 72 µmol g dry cell-1 h-1と顕著
な差はない。しかしながら、軽油脱硫にでは MR65株は KA2-5-1株の 1.5倍以上の脱硫率を示
した。両菌株の相違点として、油相中の 4,6-dipropyl DBTのような高度アルキル化 DBT類の菌
体内取込み能力の相違があり、これが軽油の微生物脱硫反応でMR65株が KA2-5-1株よりも高
い脱硫率を示した理由と判断した。実際に、Fig7.4 に示すように、難脱硫性有機硫黄化合物の
菌体内取り込み能を改善することで軽油の微生物脱硫能力を向上させることが可能であった。 
第 6章で記述したように、kap1は硫酸イオンによる抑制を受けずに脱硫遺伝子を発現させる。
DBT脱硫の比活性を測定した結果、比活性は硫黄源の影響を受けていなかった。このことから、
脱硫酵素の生産には硫酸イオンは影響しないと判断し、脱硫能力の低下は硫酸イオンが油相中
の alkyl DBT類の菌体内輸送に影響を及ぼしたことに起因すると推測した。Table 7.3に示した
ように NCIMB10403宿主菌株と TnGKAPDS組換え体における界面活性物質生産は硫黄源によ
る影響を受けていないことから、n-TD中の alkyl DBT 類の菌体内取込みには界面活性物質の
生産は影響していないものと判断した。Kobayashi(1) らは KA2-5-1株については脱硫遺伝子の
コピー数を増加させた組換え体でも油相中の 4,6-dipropyl DBTを分解できないと報告した。ま
た、Konishi(7)らは、KA2-5-1株の破砕菌体抽出液の場合、4,6-dipropyl DBT の脱硫活性は DBT
脱硫活性の半分程度になると報告している。このことから、alkyl DBT類のアルキル側鎖の伸長
に伴う疎水度の上昇は、油相から菌体内への DBT類の輸送に影響していると判断した。 
第 4章で記述した Pseudomonas属細菌組換え体の PAR41株は培養時に n-TDのようなアルカ
ン類を添加すると休止菌体の脱硫活性が向上した。これは第 5章で示したように、n-TDの添加
により油相中の DBT 類の菌体内取込み因子が誘導されたことが理由と考えられる。しかし、
MR65株による alkyl DBT類の脱硫は n-TDの添加では変化しなかった(データ示さず)。本章で
示されたような MR65株における 4,6-dipropyl DBTの菌体内取込みの促進効果は、DBTまたは
他の疎水性物質によると推測され、Mycobacterium属細菌においても Pseudomonas 属細菌と同
様に油相中の DBT類を取り込むための誘導性の機構を有していると推測される。これらを例証
する結果は本論文には示していないが、Mycobacterium sp. NCIMB10403株においても第 5章で
述べた hcuABC遺伝子のような取込みに関与する遺伝子を単離し、これを Mycobacterium組換
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え体中で大量発現させ難脱硫性有機硫黄化合物の取込み活性を向上させることが可能であれば、
DBTおよび軽油に対する脱硫活性を大幅に向上させることが可能と考えられる。 
 
7.5. 結語 
 
アルカン等の疎水性有機化合物の分解能力の高いMycobacterium sp. NCIMB10403株を宿主と
した脱硫遺伝子組換えを実施して、高度アルキル化 DBTを菌体内に取込む能力を有する組換え
脱硫菌 MR65 株を創製した。MR65株の休止菌体は KA2-5-1株では分解が困難であった n-TD
中の 1.0 mMの 4,6-dipropyl DBTを 5日間で 77 %分解した。また、軽油の脱硫能力についても
126 mgS l-1から 58 mgS l-1への硫黄濃度の減少が認められ、KA2-5-1株の 1.5倍以上の脱硫活性
が示された。以上より、高度アルキル化 DBT類の菌体内取込み能力の改善が軽油の微生物脱硫
の向上に有効であることを示した。 
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第 8章 総括 
 
石油などの化石燃料中に含まれている多種類の硫黄化合物は、その燃焼により硫黄酸化物と
して大気中に放出され、大気汚染や酸性雨などの原因となるため環境に悪影響を与える。そこ
で、硫黄化合物の除去、すなわち脱硫が強く求められている。原油を蒸留分別した各留分につ
いては高沸点留分ほど benzothiophene（BT）や dibenzothiophene（DBT）等の有機硫黄化合物の
比率が高くなっている。工業的に利用されている水素化脱硫法は、石油留分中の硫黄化合物を
金属触媒の存在下で水素と反応させ、硫化水素として除去する方法である。しかし、とくに軽
油中にはアルキル化DBT類やアルキル化BT類などの難除去性の有機硫黄化合物が残存してお
り、これらを水素化脱硫法で脱硫するためには、現行よりもさらに高温高圧の条件が必要であ
り、装置や触媒の大幅な改良が要求される。 
 一方、このような有機硫黄化合物を脱硫する方法として、微生物脱硫法が検討されており、
水素化脱硫では除去が困難な硫黄化合物も比較的穏和な条件下で脱硫することが可能である。
しかし、これまでの微生物脱硫に用いられた菌株については、油相中の高度アルキル化 DBT
類を脱硫できないことや、脱硫酵素遺伝子の発現が無機硫黄化合物等により抑制を受けるため
菌体生産の培養時に硫黄源として安価な無機硫黄化合物を利用できないなどの問題があった。
また、これまでに脱硫微生物の育種にはプラスミドベクターが利用されているが、微生物細胞
当たりの導入遺伝子のコピー数を高められる利点はあるものの、安定保持のためには抗生物質
の添加が必要であり、工業的生産には不都合な点が多い。このため、工業的に使用する遺伝子
組換え脱硫微生物においては、染色体への組込みによる形質の安定化が必要不可欠である。 
本論文においては、遺伝子工学を利用してアルキル化ジベンゾチオフェン類の取込み能力に
関する新規な知見を得て、これをもとに分解能力を向上させた。さらに、実用的な組換え脱硫
細菌を育種し、軽油のバイオ脱硫への適用可能性について検討して、その成果をまとめた。 
第 1章では、本研究に当たり従来の微生物脱硫に関する研究をまとめ、本研究の背景と意義
を明らかにした。 
第 2章では、本研究で使用した基本的な実験方法について記述した。 
第 3章では、疎水性有機化合物の分解菌として知られている Pseudomonas属細菌用の脱硫遺
伝子染色体組込み型ベクターpRPGDSを構築し、pRPGDSを用いて Pseudomonas属細菌を宿主
とした脱硫遺伝子組換え体を作製し、その性質について検討した。P. putida より 21 株、P. 
fluorescenceより 9株、P. aeruginosaより 17株を選抜し、これらの菌株に対して DBT分解遺伝
子を染色体に組込み、モデル軽油である n-tetradecane（n-TD）中の DBTを唯一の硫黄源として
利用可能なもののみが生育可能となる培養条件下で組換え体を選択した。選択した組換え体の
 72 
中で、n-TD中の DBTを利用可能なものは P. aeruginosa NCIMB9571を宿主とした組換え体の
みであった。NCIMB9571株は炭素数 8-22の広範囲のアルカン類を炭素源として利用可能な菌
株であり、この利用能力が n-TD 相中の DBT 取込みに寄与したものと考えられた。さらに、
NCIMB9571株の組換え体より高い脱硫能力を示す株を選択し PAR41株と命名した。油水二相
系休止菌体反応において、PAR41株は硫黄濃度 360 mgS l-1の軽油に作用させた場合に 297 mgS 
l-1にまで脱硫する能力を示した。また、PAR41 株による油相中の DBT脱硫には菌体調製時に
n-TD等のアルカン類の添加が必要であることから、油相中の DBT類の菌体内取込みには誘導
性の因子が関与していることを明らかにした。 
第 4章では、PAR41株を供試菌として DBT類の菌体内への取込み機構について検討した。
第 3 章で構築した pRPGDS による NCIMB9571 株への染色体組込みを利用して、
N,N-dimethylformamide （DMF）により水相に分散添加した DBT の脱硫能力を有するものの
n-TD中の DBTの脱硫能力を欠損した変異株 PARM1を取得した。PARM1株は n-TD中の DBT
脱硫能力を完全に欠損していたが、DMFで分散添加した水相中の DBTの脱硫能力は PAR41と
ほとんど差がないことを確認した。また、PARM1株の rhamnolipid 生産能力、n-アルカン類の
資化能力、菌体脂肪酸組成については宿主菌株 NCIMB9571株や PAR41株との違いは認められ
なかった。PARM1株は DBTの取込み能力に欠損があるものの、この変異は界面活性物質の生
産性やアルカン類の能動輸送系および菌体脂肪酸組成の変化に起因するものではなく、油相中
の DBTを菌体内に取込む能力の欠損によることを明らかにした。 
第 5章では、PARM1 株においてトランスポゾン挿入により破壊された遺伝子の周辺領域を
クローニングし、この DNAをプローブとして NCIMB9571株のゲノム遺伝子ライブラリーより
油相中の DBTを取込む能力に関連した遺伝子の全領域をクローニングした。塩基配列を解析し
た結果、3 つの読み取り枠（ORF）をコードする領域にトランスポゾンが挿入されていた。こ
れらの ORFを 5'側より、hcuA、hcuBおよび hcuCと、さらに遺伝子産物としての 3つのタンパ
ク質を HcuA、HcuB、HcuC と命名した。相同性検索の結果、hcuABC 遺伝子は Pseudomonas 
aeruginosa のゲノムプロジェクトで見出された PA1111、PA1112 および PA1113 と核酸レベル
で 99.7%、99.1%および 99.2%の相同性を、アミノ酸レベルで 100%、99%および 96%の相同性
を示した。しかし、PA1111～1113の機能については不明であった。hcuCがコードしているア
ミノ酸配列にはWalker A配列（GPSGAGKS）、Walker B 配列（DEATSALD）および ABCト
ランスポーターに特有の ATP結合サイト（LSGGQ）が認められたことから、hcuABC遺伝子は
油相中の DBT類の取込みに関与するタンパク質をコードしている可能性が示唆された。つぎに、
hcuABC を組み込んだ広宿主域発現ベクターpRHRH1 を構築し PARM1 株へ導入した場合、
hcuABCすべてを導入した場合にのみ n-TD相中のDBT類を脱硫する活性が相補された。また、
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油相中の DBT脱硫能力を示さない P. putida IFO13696の脱硫遺伝子染色体組込み株に hcuABC
を導入すると、油相中の DBT 脱硫が可能となった。以上より、微生物脱硫に重要な油相中の
DBT取込みに関与する遺伝子を初めて同定した。また、本章の結果をもとに、軽油の微生物脱
硫の進展には、油相中の難除去性有機硫黄化合物を効率的に菌体内に取込む能力の向上が重要
と判断した。 
第 6章では、Mycobacterium属および Rhodococcus属細菌の脱硫遺伝子染色体組換え系の構築
について記述した。脱硫細菌として自然界より単離され広く研究されている R. erythropolis 
KA2-5-1株等の Rhodococcus属細菌は、油相中の 4,6-diethyl DBTを脱硫する能力を有している
が、4,6-dipropyl DBTを脱硫することができない。一方、第 4章で示したように、疎水性有機化
合物の分解細菌を宿主とすることで難除去性有機硫黄化合物の取込み能力の向上が可能と判断
した。これらの菌株における異種遺伝子の染色体組込みには transposon-transposase 複合体
（transposome）システムを改変して使用した。すなわち、プロモーターを含まないオワンクラ
ゲ緑色蛍光タンパク質遺伝子（gfp）をマーカーとしたプロモーター検索用トランスポゾン
TnKgfpを構築した。さらに TnKgfp を使用して KA2-5-1株への染色体組込みを行い、gfp遺伝
子の発現が確認された株よりプロモーターを含む DNA断片 kap1を取得した。kap1 のプロモ
ーター活性は硫酸イオンによる影響を受けず、また DNA相同性検索でも kap1と高い相同性を
示す既知 DNA領域は特定されないことから、kap1は全く新規なプロモーター活性を有する遺
伝子領域と判断した。この kap1をプロモーターとした脱硫遺伝子発現のための広宿主域ベクタ
ーpRKAPDSは、R. erythropolis KA2-5-1株中で硫酸イオンの抑制を受けずに脱硫遺伝子を発現
することを確認した。 
第 7章では、kap1 の下流に dszABCDを連結したトランスポゾン TnGKAPDSを構築して、
Mycobacterium属細菌、Rhodococcus属細菌、Gordona属細菌を宿主とした染色体への組込みを
行い、n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを唯一の硫黄源として利用可能な組換え体を選抜した。これ
らの宿主菌株はいずれも疎水性有機化合物の分解菌等として単離された菌株であるが、DBT類
を利用する能力は有していない。作製された組換え体のうち n-TD中の 4,6-dipropyl DBTを利用
可能なものはMycobacterium sp. NCIMB10403を宿主とした組換え体のみであったが、高い脱硫
能力を示す代表株を選択し MR65 株と命名した。油水二相系の休止菌体反応において、MR65
株は油相中の 1.0 mM 4,6-dipropyl DBTを 75%以上分解し、KA2-5-1株では脱硫が困難な高度ア
ルキル化 DBTを脱硫することに成功した。また、MR65株は軽油に対しては KA2-5-1株の 1.5
倍以上の脱硫能力を示し、硫黄濃度 50 mgS l-1の軽油を 8 mgS l-1にまで脱硫する能力を示した。
以上より、バイオ脱硫においては難除去性有機硫黄化合物の菌体内取込み能力が重要なことを
明らかにするとともに、アルキル化ジベンゾチオフェン類の取込み能力の向上により実用的な
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高機能脱硫細菌を創製することに成功した。 
第 8章では、前章までの研究結果を総括した。 
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